Univerzita Karlova v Praze
Prirodovédecka fakulta

Katedra Fyziologie Zivo¢ichi a vyvojové biologie

Diplomové prace:

Imunitni mechanismy v patogenezi parodontitidy

Kazi Svobodova

Praha, 2007



Vedouci prace: RNDr. Jifina Bartova, CSc.
Vyzkumny ustav stomatologicky VFN, a 1. LF UK
Vinohradska 48, Praha 2

Prohlasuji, Ze jsem piedloZenou praci vypracovala samostatné jen s pouZitim citované

literatury.

V Praze 1. zari 2007

.....................................................

Kazi Svobodové



Piedkladana diplomova prace byla vypracovana na imunologickém oddéleni
Vyzkumného udstavu stomatologického v Praze. Rada bych timto pod€kovala vedeni
Vyzkumného ustavu stomatologického, VFN Praha prof. MUDr. Jané¢ Duskové DrSc.,
MBA za moZnost vypracovani diplomové prace na tomto pracovisti, zvlasté¢ pak mé
Skolitelce RNDr. Jifin¢ Bartové CSc., za odborné vedeni a vSestrannou podporu, prof.
MUDr. Lydii Izakovi¢ové — Hollé, PhD. za odborné konzultace, Mgr. Elisce Krasné a
celé HLA laboratotfi IKEM za moznost prace s pfistrojem LUMINEXEM, Dr. Luborovi
Mrklasovi za pomoc se statistickym zpracovanim vysledki a vSem kolegim za
trpélivost.

Rada bych pod€kovala i svym rodi¢liim za mozZnost studia a dusevni podporu.

Vmé diplomové praci navazuji na poznatky Vyzkumného ustavu
stomatologického z obdobi 1992 - 2006, vychazim zejména ze zavéri praci Klary
Benetkové (1995), Martiny Otéenaskové (2005), Zuzany Opatrné — Kratké (1998, 2006).
Prace byla vypracovana v ramci grantového projektu IGA MZ CR ¢&islo NR 9129-3.



Souhrn

Imunitni mechanismy v patogenezi parodontitidy

Parodontitida je multifaktoridlni chronické zanétlivé onemocnéni zavésného aparatu
zubu. Rizikové faktory vzniku onemocnéni parodontu jsou geneticka predispozice,
bakterie zubniho povlaku a imunitni reakce. Vyvoj a regulace imunitni odpovédi zavisi na
lokalni tvorbé a mnozstvi celé fady faktort, z nichZ vyznamnou tlohu hraji prozanétlivé
cytokiny.

Cile diplomové prace byli, na zaklad¢ jednonukleotidovych polymorfismii v genech pro
cytokiny sledovat jejich vztah k regulaci imunitni odpovédi a klinickému stavu parodontu
a tak upfesnit rizikové faktory parodontitidy a zavedeni multiplexové analyzy cytokinti
metodou LUMINEX a jeji nasledna aplikace. Metoda nam umoziiuje rychlé stanoveni
koncentrace velkého po¢tu cytokini v malém mnozstvi vzorku.

V nasi praci jsme se zaméfili na sledovani tvorby cytokinid (IL-18, IL-1a, IL-4, IL-5, IL-
10, IL-6, IL-8, TNF-a, IFN-y) po stimulaci mononuklearnich bun¢k mitogeny (Pokeweed
mitogen, ConcavalinA), bakteriemi zubniho povlaku Actinobacillus
actinomycetemcomitans (A.a.), E.coli, Tannerella forsythensis (T.f.), Porthyromonas
gingivalis (P.g.) a Heat Shock Proteinem 60 (HSP) u pacienti s chronickou
parodontitidou ve vztahu k prokdzanému polymorfismu gent pro cytokiny. Studii jsme
potvrdili, Ze jednonukleotidové polymorfismy v genech pro cytokiny ovliviiyji jejich
zvy$enou i sniZenou tvorbu. Zjistili jsme, Ze mononuklearni buriky izolované z periferni
krve pacientt s prokazanym polymorfismem genu pro IL-1 B tvofi signifikantné mén¢
cytokinti IL-1 B, ale i IL-4, IFN- vy, IL-6, IL-10 (po stimulaci bakteriemi 4.a., E.coli,

T.f., HSP) a naopak signifikantn¢ vice IL-5 (po stimulaci 4.a.) a IL-8 (po stimulaci P.g.).
Prokazané polymorfismy pro I1L-4 (IL-4 C/T v pozici — 589, IL — 4 C/T v pozici -33, IL -4
intron3 v pozici -254 nebo -184) naznaduji vyssi tvorbu IL-4 po stimulaci vSemi
stimulatory, zatimco signifikantn€ vyssi tvorbu IFN- y pouze po stimulaci E.coli. I v této
predbézné studii jsme potvrdili vyznam TH2 subpopulace lymfocyti v onemocnéni
parodontitidy.

Kli¢ova slova: chronicka parodontitida, bakterie zubniho povlaku, polymorfismus,

genotyp, cytokinova sit’, multiplexové analyza



Abstract:

Immune mechanisms in the pathogenesis of periodontitis

Periodontitis is a multifactorial chronic inflammatory disease of teeth supporting
apparatus. Risk factors are genetic predispositions, dental plaque bacteria and immune
reactions. Development and regulation of immune responses depend on local production of
cytokines and many other factors.

The aim of diploma thesis was to assess the risk factors of parodontitis by studying single
nucleotide polymorphism (SNP) in genes for cytokines, SNP relationship to immunity
regulation in comparison with clinical status of periodontium.

The aim of the first part of the study, was introduction of multiplex cytokines analysis by
LUMINEX method and application of this method in clinical practice. The method
provides quick determination of many cytokines’s concentrations in sample with a small
volume.

In our study we focused on cytokine production monitoring (IL-1a, IL-18, IL-4, IL-5, IL-
10, IL-6, IL-8, TNF-a, IFN - v) after stimulation of mononuclear cells by mitogens, dental
plaque bacteria (Actinobacillus actinomycetemcomitans, Escherichia coli, Tannerella
forsythensis and Heat Shock Protein 60 (HSP) in relation to SNP in patients with chronic
periodontitis.

In our study we confirmed that the SNP in cytokine genes influence the function of
mononuclear cells. We found that mononuclear cells isolated from peripheral blood of
patients with proved SNP IL-18 in position 3953 produced significantly decreased amount
of IL-1B, IL-4, IFN-y, IL-6 and IL-10 (after stimulation by A4.a., E. coli, T.f. and HSP) and
significantly increased amount of IL-5 (after stimulation by A4.a) and IL-8 (after
stimulation by P.g.). All proved SNP IL-4 (IL-4 C/T in position — 589, C/T in position -33,
IL — 4 intron3 in position -254 or -184) indicate higher production of IL-4 after the
stimulation by all bacteria and HSP while significantly higher production of IFN- y was
confirmed after the stimulation with E.coli.

In this preliminary study we confirmed the significant role of Ty2 lymphocyte
subpopulation in periodontal disease.

Key words: chronic periodontitis, dental plaque bacteria, genotype, single nucleotide
polymorphism (SNP), cytokines, multiplex analysis
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2. SEZNAM ZKRATEK

A.a. — Actinobacillus actinomycetemcomitans

AIDS - Acquired ImmunoDefiency Symdrom

AP - adult periodontitis, parodontitda dospélych

APC — Antigen Presenting Cell

AT — aterosklerdsa

CAL - ztrata uponu (clinical attachment loss)

CP — chronicka parodontitida

CPITN - Community Periodontal Index of Treatment Needs
ConA — Concanavalin A

CRP - C - reaktivni protein

GI - gingivalni index

GJP - generalizovana juvenilni parodontitida

HIV - Human immunodeficiency virus

HDL - hight — density lipoprotein

EOP — Early Onset Periodontitis

h.m. — molekulova hmotnost

HSP - heat shock proteins

IgA - imunoglobulin A

IgE - imunoglobulin E

IgG - imunoglobulin G

IKEM - Institut Klinické a Experimentalni Mediciny
IL-1 - interleukin 1

INFy - interferon — gama

ICHS - ischemicka choroba srdce

JP - juvenilni parodontitida

Kgp - lysin-gingipain proteaza

LAD - leukocyte adherence deficiency

LBP - lipid binding protein

LDL — Low-Density Lipoprotein (lipoprotein nizké density)
LJP - lokalizovana juvenilni parodontitida

LPS - lipopolysacharid



MCP - macrophage chemoattractant protein

MIP - macrophage inflamantory protein

NK - natural killer

OPG - osteoprotegrin

OPGL - Osteoprotegrin Ligand

Ox — LDL - oxidalized Low-Density Lipoprotein (oxidovany lipoprotein nizké
density)

PAMP - Pathogen Associated Molecular Pattern

PBS - fosfat fyziologicky roztok

PMN - polymorfonuklearni buitka = neutrofilni granulocyt
PRR - Pattern Recognition Receptors

P.intermedia — Prevotella intermedia

P.gingivalis — Porphyromonas gingivalis

PP - prepubertalni parododntitida

PWM - Pokeweed mitogen

RANK - Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa B
RANKL - Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa B ligand
RANTES - Regulated Upon Activation Normal T-cell Expresed and Secreted
Rgp - arginin — gingipain proteaza

RPP - rychle progredujici parodontitida

SI — stimula¢ni index

SE — spojovaci epitel

T. forsythensis — Tannerella forsythensis

Tc — cytotoxicky T lymfocyt (CD8 pozitivni)

TCR - T receptor

TGF — Transforming —Growth Factor

Th - pomocny T lymfocyt (CD4 pozitivni)

TNFa - tumor nekrotizujici faktor - alfa

TLR - toll like receptors

VFN - VSeobecna fakultni nemocnice

VUS — Vyzkumny tstav stomatologicky

WHO - World Health Organization
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3. UVOD

Parodontitida je chronické zanétlivé onemocnéni zavésného apardtu zubi.
Jde o multifaktorialni onemocnéni, jehoZ vznik i pribé&h ovlivituje prostfedi dutiny
ustni 1 faktory vnéjsiho prostfedi. Mezi faktory vnitiniho prostiedi fadime produkty
bakterii, které pokryvaji povrch zubi, kvalitu ustni hygieny, pfitomnost zubniho
kazu, dietetické navyky, koufeni a dalsi. Patologické zmény jsou charakterizovany
zanétem dasni, tvorbou parodontalniho chobotu, postupnou resorpci alveolarni
kosti a vyraznou zménou spektra subgingivalni mikrofléry. S postupem
onemocnéni dochazi k nahrazeni grampozitivnich fakultativné anaerobnich bakterii
(Streptoccocus, Actinomyces) za striktn€é anaerobni gramnegativni bakterie
(Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythensis, Prevotella intermedia, Capnocytophaga ochracea, Treponema
denticola).

Parodontitida probihd 10-15 let, za stfidani obdobi akutnich exacerbaci
a remisi. Prevalence onemocnéni je vysoka — postihuje az 50 % dospélé populace,
pfi¢emz téZce probihd u 5 — 15 % dospélé populace (KREJSA et al. 1993).

Vyvoj a regulace imunitni odpovédi zavisi na lokélni tvorbé a mnoZstvi celé
fady faktorG zahrnujicich napf. prozanétlivé cytokiny, metaloproteinazy,
prostaglandiny, které ovliviiuji jak progresi onemocnéni tak i mohou vést k inhibici
zanétu a k jeho stabilizaci (GEMMELL a SEYMOUR 2004).

Suspektni patogeny izolované ze zubniho povlaku kontinualné stimuluji
buriky parodontu k tvorbé cytokini (BODET et al. 2005).

Na zéklad¢ koncepce funkénich Tyl a Ty2 lymfocyti navrhli SEYMOUR et
al. 1993 hypotézu onemocnéni parodontu, podle které pacienti u nichzZ onemocnéni
progreduje, tvoii po aktivaci bakteriemi pfevazné klony lymfocytti Ty2, zatimco
stabilni 1éze jsou regulovany klony Tyl. Tato hypotéza byla potvrzena i na naSem
pracovisti (BARTOVA et al. 2000, KRATKA et al. 2006)

V poslednich letech dochazi k intenzivnimu vyzkumu genetického podkladu
onemocnéni, zejména nékterych kandidatnich genti spojenych s prozanétlivou a
remodelaéni aktivitou — napf. nékteré geny pro cytokiny a metaloproteinazy
(HOLLA et al. 2004a, IZAKOVICOVA — HOLLA et al. 2005).



Je pravdépodobné, Ze funkéni polymorfismy v genech pro nékteré typy
cytokini a dalSich faktori mohou ovliviiovat velikost produkce pfistusnych

mediatori a mohou byt dulezitym faktorem v etiopatogenezi parodontitidy.

Cile diplomové prace:

1) Predkladana diplomova prace je souéasti vyzkumného projektu, kterym
chceme, na zaklad¢ studia polymorfismi v genech prozanétlivych a remodelaénich
faktord ve vztahu k regulaci imunitni odpovédi a klinickému stavu parodontu,
upfesnit rizikové faktory parodontitidy. Radi bychom piispéli k feSeni otazky rizika
onemocnéni parodontu a navrhli preventivni feSeni.

2) Zavedeni multiplexové analyzy cytokini metodou LUMINEX a jeji
nasledné aplikace. Metoda ndm umoZiuje rychlé stanoveni koncentrace velkého
poctu cytokinii v malém mnoZstvi vzorku. Domnivame se, Ze dikladné poznani
funkci jednotlivych cytokint a jejich vzajemnych funkénich interakci pfinese velky
prakticky vyznam pro fyziologické a patologické reakce organismu.

V na$i praci jsme se zaméfili pfedev§im na sledovani tvorby cytokinid (IL-1p, IL-
la, IL-4, IL-5, IL-10, IL-6, IL-8, TNF-a, IFN-y) po stimulaci z periferni krve
izolovanych mononuklearnich bunék (mitogeny, bakteriemi zubniho povlaku nebo
HPS proteiny) u pacienti s chronickou parodontitidou.

3) Tato prace je prvni ¢asti pilotniho projektu, ktery bude i nadile
pokracovat. Celkovy vyznam projektu spatifujeme v tom, Ze nam umozni zhodnotit
vztah mezi polymorfismem gent pro cytokiny, tvorbou cytokini dilezitych
vrozvoji a regulaci imunitni odpovédi a klinickymi nalezy u pacientd
s parodontitidou.

,»,Na prahu 21. stoleti se vSak musime vratit k zdkladnimu poznani, Ze
vnimavost pacienta rozhodne o tom, jaka bude kone¢na mira poskozeni parodontu
a jak uspé€$na bude pouzita terapie,, (SEYMOUR et al.1996).



PREHLED SOUCASNYCH POZNATKU

1. STAVBA PARODONTU
2. ONEMOCNEN{ PARODONTU
» PriCiny vzniku onemocnéni a rozvoje parodontitidy

» Mechanismus resorpce alveolarni kosti

3. TYPY PARODONTITIDY

4. RIZIKOVE FAKTORY PARODONTITIDY
» Geneticka predispozice
» Zubni povlak a bakterie
» Porucha funkce polymorfonukleart

» Korelace s dal§imi chorobami

5. IMUNITNI MECHANISMY PARODONTITIDY
» Mechanismy nespecifické imunity
» Mechanismy specifické imunity

» Cytokiny a stav parodontu



4. PREHLED SOUCASNYCH POZNATKU

4.1. STAVBA PARODONTU (Obr.1)

4.1.1. Dutina astni

Dutina Gstni, misto vstupu do traviciho ustroji, je zna¢né exponovana
vnéjSim podnétim. Za fyziologického stavu jsou cizorodé latky odstratiovany ze
slizni€nich povrchii pomoci slin, se kterymi jsou odplavovany do distalnich ¢asti
zaZzivaciho traktu. Sliznice Ustni dutiny tvoii bariéru proti priniku poskozujicich
latek, jsou zde piitomné humoralni obranné faktory, zejména sekre¢ni IgA a

lysozym.

4.1.2. Parodont

Parodont, soubor tkani, které obklopuji zub, tvofi s nim funkéni celek a
piipojuji ho k alveolarni kosti. Sestdva se z gingivy, epitelu, zubniho cementu,
parodontalnich vazl, kosti alveolarniho vybéZzku a ptislusného nervové cévniho
zasobeni.

Hlavnim tkolem parodontu je zakotveni zubu v kosti, tlumeni Zvykacich sil,

obrana proti vnéj$§im noxam a oddé€leni prostiedi dutiny ustni a kofene zubu.

4.1.3. Gingiva

Gingiva (dasen) je soucasti ustni sliznice, kryje ¢ast ozubeného alveolarniho
vybéZku. Koronarné pfiseda jako vplna gingiva zten¢enym okrajem ke skloviné na
povrchu zubni korunky.

U normalniho parodontu gingiva sleduje pribéh cementosklovinné hranice,
kterou na jednotlivych zubnich ploskach ptesahuje asi o 2 mm. Makroskopicky ji
muiZeme rozdélit na volnou, pfipojenou (alveolarni) a interdentalni. Hranice mezi
volnou a pfipojenou gingivou leZi ve vySce cemento-sklovinné hranice a je u 3040
% dospélych znatelna jako gingivalni ryha (sulkus).

Volna i pfipojena gingiva jsou pevné konzistence svétle rizové barvy bez

prosvitajicich krevnich kapilar (u lidi s tmavou pleti je hn€d€ pigmentovana).



Volné gingiva je u zdravého parodontu asi Imm Siroka, jemné dolickova a
jeji okraj je chranén klenutim bo¢ni stény zubni korunky.

Pfipojena gingiva, jeji “Sife” je variabilni nebo nemusi byt viibec pfitomna.
Chybét mlze primarn€ nebo k jeji redukci az vymizeni mize dojit sekundarné
v pribéhu nékterych chorob patodontu, spojenych se ztratou tkani. (napf. pii
parodontitid€, gingivalnich recesech).

Interdentélni gingiva — gingiva vypliiujici prostor mezi dvéma zuby.

Cévni zasobeni gingivy zajist'uji arteria alveolaris superior posterior a arteria

alveolaris interior, tyto cévy se podileji také na zasobovani zubu.

4.1.4. Spojovaci epitel (SE)

Spojovaci epitel, slouzi k pfipojeni gingivy na zub, vznikd pfeménou
z redukovaného sklovinného epitelu. Rozpina se okolo zubu od cemento-skloviné
hranice az na dno gingivalniho sulku. Vyska SE &ini u zdravého parodontu 1,5-2
mm, Sitka 0,1 mm a je tvofen asi z 12-18 vrstev nerohovat&jicich bunek.
Dulezitymi faktory jsou obrovska reparani schopnost bunék, uplatiiuyjicich se
prakticky trvale pfi obrannych pochodech a schopnost gerenerace. SE s pfilehlou
vazivovou sloZzkou se oznaCuje jako gingivodentdlni uzavér a predstavuje

nejzanitelnéj$i misto parodontu.

4.1.5. Dasnovy epitel

Dasniovy epitel kryje povrch gingivy. Piedstavuje bariéru, ktera oddéluje
vnitini prostfedi a zabraiuje pronikani cizich slozek do tkan€. Je zodpovédny za

transport Zivin.

4.1.6. Vazivo dasné

Vazivo dasng se sklada z ¥idkého vaziva a svazki kolagennich vlaken. Ridké
vazivo je tvofeno asi z 80% vodou, ktera je nezbytna pro udrZeni homeostazy ve
tkani a asi z 8% builkami. Zbytek tvofi kolagenni fibrily. Z bun¢k jsou
nejpocetné]si fibroblasty. Fibroblasty jsou producenti vSech slozek vaziva a hraji
ustfedni roli i obnové dastiového vaziva. Zaroveri jsou schopné migrovat do mista

poskozeni a fagocytovat poSkozeny kolagen (LISGARTEN 1973).



Ve zdravé dasni se kromé fibroblasti nachédzeji téZ mastocyty a makrofagy,
které pod spojovacim epitelem vytvafeji ochranny pas. Souéésti imunologické
bariéry, ktera pfispiva spolu se sulkularni tekutinou, vymyvajici dastiovy sulkus,
k obran€ spojovaciho epitelu, jsou také lymfocyty a plazmatické buriky pifitomné
v z6n€ pod timto epitelem. Dal$i funk¢ni barieru proti pronikani $kodlivin vytvaii

zékladni visk6zni hmota gingivalniho vaziva.

4.1.7. Parodontalni vazy, alveolarni kost

Parodontélni vazy kotvi zub v zubnim liZku (alveolus) a nachézeji se
v parodontalni §térbin¢ mezi zubnim cementem a kompaktou alveolu.

Alveolarni kost je vysoce metabolicky aktivni. Je-li zatéZovana v souladu se
svou fyzickou funkci, prodélava plynulou ptestavbu. Dortistad vysky alveolarniho
hiebene.

4.1.8. Cement

Zubni cement je anatomickou soucasti zubu a zaroveri funkéni soucasti
parodontu. Je to hrub€ vlaknity typ kosti spomérem 1:1 organickych a
anorganickych latek. Pokryva kofen zubu. Jeho hlavni funkci je pfipojeni
periodontdlnich vazi k zubnimu kofeni. B&hem Zivota nepodléha funkéni

remodelaci ani riznym kostnim patologickym procestm.

vvvvvv

spolu anatomicky sousedi povrch zubu (sklovina, cement) a gingiva (epitel,

vazivo).



Obr.¢.1: Stavba parodontu (RATEITSCHAK 1989)
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1. Kontaktni bod

2. Mezizubni papila
3. Spojovaci epitel

4. Volna gingiva

5. Pfipojeni gingiva
6. Alveolarni sliznice
7. Parodontélni vazy
8. Alveolarni kost



4.2. ONEMOCNENI PARODONTU

4.2.1. PFi¢iny vzniku a rozvoje parodontitidy

Parodontitida je chronické multifaktoridlni zanétlivé onemocnéni zavé€sného
aparatu zubi, jehoZz prub¢h ovliviiuji faktory vné€jSiho i vnitiniho prostiedi
paradontu. Po¢atky onemocnéni mohou vznikat jiz v obdobi puberty.

U zdravého parodontu je pusobeni internich i exogennich faktord
v rovnovaze, pii narudeni této rovnovahy dochazi ke gingivitidé = prvni stadium
onemocnéni postihujici pouze dasett (PAGE a SCHROEDER 1976). V tomto
stadiu lze jes$t¢ zanétlivy proces potladit napf.: odstranénim zubniho kamene a
naslednym peélivym a spravné provadénym <¢isténim chrupu (KREJSA et al.
1993).

Zanedbavanim Gstni hygieny dochazi k hromadéni zubniho povlaku a tim ke
zvySenému mnozstvi bakterialnich produkti. U vnimavych jedinct pfitomnost
plaku podmiriuje rozvoj lokalni zanétlivé reakce. Bakteridlni produkty, pfitomné
v zubnim povlaku pronikaji iponovym epitelem gingivy do tkani parodontu a
naru$uji mezibun&ééné spoje. Tim je usnadnén dal$i prinik bakterii do tkané.
Bakterialni antigeny aktivuji komplement, metabolismus kyseliny arachidonové,
pusobici chemotakticky na PMN, které tvoii prvni obrany pas pod SE a makrofagy
(ALLISON et al. 1976). S aktivaci komplementu je spojeny edém a vyS$Si
permeabilita kapilar, ktera vede ke zvySené produkci sulkularni tekutiny, ktera
obsahuje chemoatraktivni latky pro polymorfonuklearni leukocyty.

Pokud neni pfi¢ina zanétlivé reakce v€as odstran€na, zanét se miiZe stat
onemocnénim chronickym, zejména u osob geneticky predisponovanych
k parodontitidé.

Ptechod gigivitidy v parodontitidu je pfimo spojen s migraci zanétlivého
infiltratu do hlubsich oblasti parodontu k alveoldrni kosti a s rozvojem piedevsim
specifickych imunitnich mechanismu.

V pribéhu nemoci dochazi k postupné destrukci pojivové tkan€, zejména
zavésnych vazl v misté jejich napojeni na zubni cement. Poskozena mista pfertsta
uponovy epitel, ktery se zaroveii koronarné odlucuje od stény zubl. Dochazi
k prohlubovani gingivélniho sulku a vzniku parodontilniho chobotu. V disledku
pfitomnosti infekce je na jeho dné trvaly chronicky zanét, ktery zabrariuje

spontdnnimu vyhojeni. Vznika tak prostfedi vhodné pro Zivot anaerobnich



mikroorganismu, které postupné osidli zubni povlak. Pivodni aerobni druhy hynou
a stavaji se dal§im zdrojem antigeni.

Resorpce alveolarni kosti, ktera je zptisobena prostfednictvim cytokinu, které
stimuluji osteoklasty kostni hmoty, spolu s ostatnimi zménami v parodontu vede ke
sniZeni a oslabeni zavé€sného aparatu zubti a k jejich pfedCasné ztraté.

V priibéhu onemocnéni, které mize trvat 15 az 20 let se sti¥idaji obdobi klidu
a obdobi akutnich exacerbaci (KREJSA et al.1993). Postizeny mohou byt jen
nékteré zuby (lokalizovana forma onemocnéni) nebo cely chrup (generalizovana
forma onemocnéni).
et al. 1993). Tato lécba spoliva v pe€livém odstranéni zubniho kamene
stomatologem nebo dentalni hygienistkou a nasledné spravné provadéné ¢isténi
zubl, masazi dasni, pouZivani zubni nit¢ a uastnich vod (napf. Corsodyl).
V nékterych ptfipadech je nutné vyrovnat skus -tedy vyloudit pret€Zovani
nékterych usekt chrupu ¢&i chirurgicka 1é¢ba, pii které se odstani pfili§ zdurelé
dasné.

K 1é¢beé se pouzivaji i antibiotika, ktera reguluji sloZeni bakterii v ustech.
Napt. augmentin (Sirokospektré baktericidni antibiotikum penicilinového typu),

entizol, tetracyklin, doxycyklin a dalsi.

4.2.2, Mechanismus resorpce alveolarni kosti

Za normalnich podminek je remodelace alveolarni kosti vyvaZeny proces.
Osteoblasty, které maji ptivod v pluripotentnich kmenovych buiikach syntetizuji
kostni hmotu. Oproti tomu osteoklasty, které patii do monocyto-makrofagové
rodiny, diferencované z hematopoetickych prekurzort, zajist'uji jeji koordinovanou
resorpci (SUDA et al. 1992).

V celém procesu remodelace kosti byly popsany 3 kli¢ové molekuly:

1) RANKL - receptor activator of nuclear factor kappa B ligand,

(oznafovany téz osteoprotegerin ligand — OPGL)

2) jeho bunieény receptor RANK-receptor activator of nuclear factor kappa B

3) OPG - osteoprotegerin
RANKL (38 KDa, 3 podjednotky) patiéi do rodiny TNF, nalezneme ho jak

v rozpustné tak i v membranové formé. Je produkovan kmenovymi butikami kostni



dren€, osteoblasty, osteoklasty, chondrocyty, endotelidlnimi burikami a T-
lymfocyty (HOFBAUER a HEUFELDER 2000).

Pisobeni RANKL je zprostiedkovano vazbou na jeho vysoce afinitni
receptor RANK.

RANK - transmembranovy protein typu I patfici do rodiny TNF receptort. Je
slozeny ze 616 aminokyselin a obsahuje 4 oblasti bohaté na cystein. Jeho exprese
byla zjist€éna u progenitori osteoklasti a dentritickych bunék. Aktivace RANK
zahrnuje: RANKL-dependentni interakci se ¢leny rodiny TRAF (tumor necrosis
factor receptor — associated factor), stimulaci c-jun N — terminalni kinazy a
nuklearniho faktoru kB (NF — kB), kooperaci s protoonkogenem c-src a aktivaci
antiapoptotické serin/threonin kinazy Akt/PKB (HOFBAUER A HEUFELDER
2001).

OPG je 120 KDa dimerni glykoprotein, ktery patii té¢Z do rodiny TNF receptoru, je
charakteristicky tim, Ze postrada transmembranovou doménu. OPG je exprimovan
fadou tkani a buné¢nych typd. V kostech jej produkuji osteoblasty, pfiCemz jeho
produkce stoupa spoulu s pokradujici diferenciaci bun€k. Funkci OPG je vazba a
neutralizece volné i vadzané formy RANKL, ¢&imZ inhibuje zrani a aktivaci
osteoklastl.

Nerovnovaha v systému RANKL/RANK/OPG vede k nadmérné resorpci
kostni tkdnég, ktera indikuje jeji poskozeni u mnoha onemocnéni napt.: u Pagetovy
choroby, reumatoidni artritidy a parodontitidy.

V pfipadé parodontitidy se jedna o modulaci RANKL a OPG prozéanétlivymi

cytokiny. Hlavnim mediatorem je IL-1p.



Obr.¢.2: Vyvoj zanétu dasné
1.gingivitida, 2., 3., 4 postup zanétu koncici parodontitidou
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4.3. TYPY PARODONTITID

V priibéhu poslednich desetileti prosla klasifikace parodontitid fadou zmén.
(Tab.&.1). V Ceské republice se v soutasné dobé pouziva klasifikace, kterd byla
schvalena vroce 1989 na Svétové konferenci klinické paradontologie (American
Academy of Periodontology 1989). Po zjednoduseni této klasifikace v roce 1994 na
1. evropském parodontologickém kongresu (ATTSTROM a VAN DER VELDEN
1994) byl vroce 1999 na Mezindrodnim paradontologickém kongresu piijat
nejnovéjsi klasifikaéni systém (ARMITAGE 1999).

V nésledujicim piehledu parodontalnich onemocnéni jsou uvedeny pouze

hlavni zéstupci.

Tab.¢.1: Klasifikace paradontitid

Svétovy kongres klinické parodontologie (1989)

Parodontitida dospé&lych

Casna parodontitida

A) Prepubertélni paradontitida

B) Juvenilni parodontitida — generalizovand, lokalizovana

C) Rychle progredujici paradontitida

Paradontitida asiciovana se systémovym onemocnénim

Nekrotizujici ulcerativni parodontitida

Refraktorni parodontitida

1.evropsky parodontologicky kongres (1994

Casn4 parodontitida

Parodontitida dospé&lych

Nekrotizujici parodontitida

Mezindrodni parodontologicky kongres (1999)

Onemocnéni gingivy

Chronické paradontitida — lokalizovan4, generalizovana

Agresivni parodontitida — lokalizovana, generalizovana

Parodontitida jako projev systémového onemocnéni

Nekrotizujici onemocné&ni parodontu

Parodontélni absces

Parodontitida spojend s endodontickymi lézemi

Vyvojové a ziskané deformity

\
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4.3.1. Chronicka gingivitida

Chronicka gingivitida je charakterizovana zanétem ddsné bez parodontanich
choboti, detekovatelné ztaty alveolarni kosti ¢i poruchy zavésného aparatu.

Pfi¢inou miize byt nahromadéni zubniho plaku, zvy$ené hladiny steroidnich
hormont nebo 1é¢ba nékterymi léky.

Vyskytuje se jiz u déti. Nejzavaznéjsi je v obdobi puberty s v€kem jeji vyskyt
klesa (STAMM 1986).

4.3.2. Parodontitida dospélych (AP-adult periodontitis)

AP postihuje 70-80 % dospélé populace. Prvni klinické znamky
onemocnéni se objevuji kolem 30. roku Zivota a s pfibyvajicim vékem se pocet
nemocnych zvySuje (RATEITSCHAK et al. 1989). Ve vétsin€ piipadli dochézi
k pomalé a nepravidelné destrukci alveolarni kosti u vSech zubd, nejéastéji u
frontdlnich zubi a molari (RATEITSCHAK et al. 1989). U pacientii s AP byl
pozorovan vyssi pomér CD4/CD8 lymfocyti (TAKAHASHI et al. 1995).

V etiologii tohoto onemocnéni se uplatfiuji ve vy$s§i mite vlivy exogennich
faktorti (zubni povlak, koufeni, osteoporéza) pied genetickymi faktory, byva proto
Uisp&sna 1é&ba konservativni terapii (PROCHAZKOVA et al. 1996).

Onemocnéni trva dlouho se stfidanim obdobi klidu a obdobi skutnich

zdravotnich obtiZi (RATEITSCHAK et al. 1989).

4.3.3. Casna paradontitida — (EOP — early onset pariodontitis)

EOP — onemocnéni je charakterizované jako po¢ateéni zmény na parodontu,
které se mohou rozvinout v lokalizovanou ¢i generalizovanou formu. Onemocnéni
ma podobnym fenotyp, ale vice forem liSicich se genetickym, bakteriologickym i
imunitnim projevem (MICHALOWITZ 1994).

Vsechny typy onemocnéni, zahrnované pod oznaceni EOP, maji geneticky
podklad. Rada praci se shoduje, Ze pfenos &asné parodontitidy v rodinich se d&je

\

prostiednictvim jednoho genu.
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4.3.3.1. Prepubertalni parodontitida (PP-prepubertal periodontitis)

Y wwr

progresi. Vyskytuje se u déti jiz ve véku 5-8 let, u kterych postihuje mléény i
smiSeny chrup (PAGE et al. 1983). Prevalence onemocnéni je 0,84 — 4,5 %
v zavislosti na pouziti diagnostickych kritérii (WATANABE 1990, MEYLE 1994).

Pro PP je charakteristické: zanét dasné€, rychla ztrata alveolarni kosti,
viklavost az uplnd ztrata zubl. Vyskytuje se jak v lokalizované formé, kdy
postihuje <30 % zubi tak i v genezalizované formé, ktera postituje > 30% zubi.

Mezi rizikové faktory patii napf. porucha funkce polymorfonukledrnich
leukocyti (ALTMAN et al. 1985).

Vznik prepubertalni parodontitidy je ve znaéné mife podminén geneticky.
Pienasi se autozomaln€ recesivné. Ve vétSiné ptipadil ji nachdzime u pacientd,
ktefi maji diagnostikované zavazné systémové onemocnéni, napf. diabetes mellitus
L.typu, Papillon — Lefévriv syndrom, Downiv syndrom, AIDS atd. (PAGE et al.
1983).

Lécba byvad uspésna pouze u lokalizované formy onemocnéni

(PROCHAZKOVA et al. 1996).

4.3.3.2. Juvenilni parodontitida (JP—juvenile periodontitis)

JP postihuje jedince kolem 13ti let, ktefi netrpi systémovym onemocnénim.
Progreduje s nastupem puberty, pozd€ji se stiidaji obdobi klidu a aktivity.
Vyskytuje se v lokalizované i generalizované formé.

U lokalizované formy JP dochézi za pfitomnosti slabého zanétu dasni ke
kraterovité resorpci alveolarni kosti pouze u prvnich stoli¢ek a fezaki.

U generalizované formy JP je zasaZena vétSina zubl horizontdlni resorpci
alveolarni kosti.

Ptiblizn€ u 75% pacientt s JP jsou detekovany poruchy funkce chemotaxe a
fagocytozy PMN leukocytti (VAN DYKE 1995).

Prevalence onemocnéni je 0,1 % - 15 % (SJODIN et al. 1993, HART et al.
1997).
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Vyskyt onemocnéni je Cast&j$i v méné rozvinutych zemi a byl pozorovan
Castéji u afroamerické (10%) a latinskoamerické (5,5%) populace neZ u b&lochi
(1,3 %) (ALBANDAR et al. 1997).

Dédicnost tohoto onemocnéni je autozomalné recesivni, néktefi autofi
uvadji vazbu na X chromozém (RATEITSCHAK et al.1989, PROCHAZKOVA
et al.1996).

4.3.3.4. Parodontitida mlad$iho dospélého véku s rychlou progresi onemocnéni

(RPP — rapidly progressive periodontitis)

RPP onemocnéni s rychlym prib&hem, které vede k pfedCasné ztrat€¢ zubd u
mladych jedinc. Prvni zndmky onemocnéni se objevuji mezi pubertou a 30.
rokem. U pacienti dochazi k rychlej§i horizontalni nebo pomalejsi vertikalni
ztrat€ alveolarni kosti. Prevalence onemocnéni je 2 — 5 % populace.

Vyznamnou roli hraje genetickd predispozice vazand na X —chromosom
(RATEITSCHAK et al. 1989, PROCHAZKOVA et al. 1996) a porucha funkce
PMN bung¢k a monocyti (PROCHAZKOVA et al. 1996). Nachazime ji jak

v lokalizované tak i v generalizované formé.

V roce 1999, kdy bylo pfistoupeno k dnes nejnovéjsi klasifikaci parodontitid
(ARMITAGE 1999) byl termin parodontitida dospélych nahrazen terminem
chronickd parodontitida, pfic¢emz do této kategorie jsou zafazeni i mladsi pacienti
s chronickym prib&hem onemocnéni. Nachazi se v lokalizované (postihuje < 30 %)
i generalizované (postihuje > 30 %) podobg. ZavaZznost onemocnéni miZeme
hodnotit téZ dle CAL indexu na mirnou (CAL 1-2 mm), stfedné zavaZznou (CAL-3
—4) az zavaznou formu (CAL > 5). CAL index (clinical attachment loss) —
vypovida o mife ztraty uponu.

Dal$im terminem, ktery je nahrazen je termin &asna parodontitida. Casna
paradontitida je nahrazena agresivni parodontitidou (ARMITAGE et al. 1999).

Pro agresivni parodontitidu je charakteristicka rychld progrese — postiZen
byva zavésny aparat, dochézi k rychlé resorpci alveolarni kosti. U pacientii neni
diagnostikovano systémové onemocnéni. Ve vétSin€ pfipadi je detekovéna

porucha funkce polymorfonuklearnich bun€ék a zvy$ena produkce prostaglandinu
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E; a IL-18. MulZeme ji rozdélit do dvou kategorii — lokalizovanou a
generalizovanou a déle pak na mirnou, stfedni az teZkou formu.

Novym pojmem zavedenym vroce 1999 je ,Parodontitida jako projev
celkového onemocnéni,, (ARMITAGE 1999). Do této kategorie jsou zafazovani
pacienti s parodontitidou, ktefi maji navic systémové onemocnéni, které ovliviiuje

stav paradontu napf. diabetes mellitus I. typu, Downiiv syndrom, AIDS atd.

4.4. RIZIKOVE FAKTORY VZNIKU PARODONTITIDY

Zéasadni vliv na vznik parodontitidy ma porucha v souhie vnéjSich a
vnitinich etiologickych faktori. Hlavnim vnitinim faktorem je geneticka
predispozice a zménéna imunitni reakce, hlavnim vnéj$§im faktorem je pisobeni
bakterii zubniho plaku.

Podil vnéjsich faktorti v etiologii onemocnéni nartista a podil genetickych
faktorti klesa v pofadi od prepubertalni parodontitidy pies juvenilni a rychle
progredujici parodontitidu aZ k parodontitidé dospélych. Se zmenSujicim se
podilem genetickych faktorG klesa zavaznost onemocnéni i rychlost progrese

uspésnost terapie naopak vzrista.

4.4.1. Geneticka predispozice

Genetické faktory jsou povazovany za piedni Cinitele zodpovédné ve vice
nez 50-ti % piipadi za vznik parodontitidy (MICHLOWITZ et al.1991). Primarni
citivost krozvoji onemocnéni je déna genotypem kazdého jedince
(MICHLOWITZ et al.1994). V patogenezi tohoto onemocnéni se mohou
uplatiovat mutace fady genovych lokusi. Prepubertalni parodontitida,
lokalizovana agresivni parodontitida a generalizovana agresivni parodontitida jsou
pravdépodobné¢ zpilsobeny mutaci v genech, které jsou dédény autozomalné
dominantné s redukovanou penetraci. To znamena, Ze je zde pfitomno né&kolik
genovych lokusi, jejichz mutaci mize dojit k rozvoji onemocnéni, u nositele
rizikové mutace miiZe, ale nemusi onemocn&ni propuknout, zaleZi na pfitomnosti

dalSich rizikovych faktori (MARAZITA er al.1994, KINANE a HART 2003).
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Vyvoj a regulace imunitni odpovédi v patogenezi parodontitidy jsou do
znatné miry genové specifické a v zavislosti na lokalni tvorbé cytokinti ¢i expresi
dals$ich biologicky aktivnich latek.

Geneticky podminénd dédi€nost kromé vzniku a rozvoje parodontitidy
ovliviiyje i funkci PMN a monocyti. Dochazi k porucham fagocytozy, chemotaxe,
enzymovym defektiim a také k defektim v expresi povrchovych molekul spojenym
se ztratou adhezivity a migrace.

Genetické faktory mohou rovnéz ovliviiovat protilatkovou odpovéd’ na
bakterie pfitomné v zubnim povlaku. Souc¢asné znalosti genetického pozadi
parodontitidy jsou stle velmi omezené a neumoziiuji na zaklad¢ genetického
vySetieni vytipovat rizikové skupiny pacientti (LOOS et al. 2005). Velmi
vyznamné je proto dlouhodobé klinické sledovani sourozenci pacientti s €asnou
parodontitidou. Patfi mezi jedince s vysokym rizikem rozvoje onemocnéni
parodontu a je tedy u nich mozné v¢as zachytit po¢ate¢ni zmény na parodontu a
zahdjit 1é¢bu.

Intenzivni prace probihd na vytvofeni tzv. ,High risk“ genového profilu,
ktery by mohl byt pouZit pfi screeningovém vySetfeni pacienti (KINANE a HART
2003).

4.4.2. Zubni povlak a bakterie

Pfitomnost zubniho povlaku je nezbytnym piedpokladem vzniku
parodontitidy. ZAMBON (1995) uvadi, Ze v patogenezi onemocnéni nehraje ulohu
jeden patogen, ale interakce bakterii a superantigenti zubniho povlaku.

SOCRANSKY et al. (1965) zjistili, Ze 1g povlaku obsahuje az 1,7 . 10"
mikroorganismu. Ze 300- 400 druhi bakterii detekovanych v zubnim povlaku hraje
v destrukci parodontu vyznamnéj$i ulohu jen asi 10-20 druhi (ZAMBON a
TEMPRO 1995, PAGE 1999).

Zubni povlak je charakterizovan jako mé&kky povlak, ktery pokryva povrch
zubi v disledku nedostate&ného samoogistovani pti $patné Gstni hygieng (SKACH
et al.1984).

Je organizovan jako biofilm (COSTERTON et al. 1994). Tvoii jej rizné
bakteridlni druhy, které se k sobé& specificky vazou pomoci fady adhezivnich

molekul a receptorti. Uplatiuji se vazby mezi lektinovou molekulou na povrchu
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jednoho bakteridlniho druhu a sacharidovym epitopem druhého bakterialniho druhu
(SOCRANSKY et al. 1991). V biofilmu se vytvateji mikroprostfedi s odli§nym
pH. Je to zplsobeno tim, Ze kazda z bakterii ma odli$né vlastnosti. Uplatiiuji sice
vzajemnou spolupraci v metabolickych procesech, ale kazda z bakterii produkuje
fadu odli$nych proteini. Dohromady jsou obklopeny intermikrobialni substanci,
kterd napomaha jejich soudrZnosti, je zasobarnou Zivin a ma i ochranny uc¢inek.
Biofilm je mnohem odolnéj$i vii¢i pisobeni imunitniho systému a antibiotik neZ
jednotlivé bakterie a zaroveni pfedstavuje pro organismus dlouhodoby zdroj
antigennich podnéti.

Bakterie jsou i v pfitomnosti specifickych protilatek a komplementu vysoce
odolné k fagocytoze a cytotoxickému pusobeni PMN stejné tak k ptisobeni 1€kt
s antibakterialnim piisobenim (COSTERTON et al.1994, PAGE et al. 1999).

Studie provadéné na pocatku 60 let prokazaly, Ze spektrum bakterii i
mnoZstvi subgingivéalniho plaku je v mistech s poruS§enym a zdravym parodontem
odlisné, byla prokdzana téZ odlisnost spektra bakterii zastoupenych
v parodontalnich chobotech v zavislosti na hloubce parodontilnich chobotii a
stupni zanétu (ZAMBON a TEMPRO 1995, SOCRANSKY et al. 1998).
fakultativné anaerobni rody napt.: Streptoccocus, Actinomyces.

V mistech s tvorbou parodontalnich lézi dochazi ke kumulaci vétSiho
mnozstvi zubniho povlaku a v mikrobidlni fléte prevladaji gramnegativni
anaerobni druhy (MACDONALD et al. 1960, SOCRANSKY et al.1963).

Napt. Actinobacillus  actinomycetemcomitans, Porphyromonas  gingivalis,
Tannerella forsythensis, Prevotella intermedia, Capnocytophaga ochrace,
Treponema denticola.

Jak grampozitivni tak 1 gramnegativni bakterie obsahuji mnoZstvi
strukturnich i sekre¢nich komponent, které bud’ piimo poskozuji tkané parodontu
nebo stimulyji imunitni systém hostitele. Imunitni odpovéd’, kterd je mifena proti
infekci, v8ak zaroven vede k dal$i destrukci tkan¢ (MADIANOS et al. 2005).

Bunééna sténa gramnegativnich bakterii je tvofena peptidoglykany,
polysacharidy, proteiny, lipidy, lipopolysacharidy a lipoproteiny (MADIANOS et
al. 2005). U grampozitivnich bakterii je sloZena z peptidoglykant, kyseliny
teichoové a polysacharidii. Rada ztdchto proteini obsahuje konzervovanou

sekvenci, PAMP (Pathogen Associated Molecular Pattern), ktera je rozpoznévana
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burikami imunitniho systému prostfednictvim povrchovych receptori — PRR
(Pattern Recognition Receptors). Tyto receptory rozeznavaji stejné bakteridlni

komponenty produkované riznymi druhy bakterii.

Lipopolysacharid (LPS) - endotoxin

LPS je pfitomny v buné¢né sténé gramnegativnich bakterii. Jedné jeho sloZce
zvané lipid A jsou pfisuzovany imunomodula¢ni G¢inky. Lipid A je tvofen
z diglykézaminové Kkostry s estericky nebo amidicky navazanymi mastnymi
kyselinami s dlouhym fetézcem zodpovédnym za vazbu na receptorové molekuly
(MADIANGOS et al. 2005). LPS ovliviiyji imunitni reakci prostiednictvim vazby na
Toll-Like receptor (TLR) — 4 (LPS z E.coli a A.a.) nebo TLR — 2 receptor (LPS z
P.gingivalis). Po stimulaci LPS dochazi k produkci zanétlivych cytokint (IL-18,
TNF—a, IL-6, INF- vy, IL-12, IL-10), chemokinti — Macrophage Chemoattractant
Protein (MCP)-5, IL-8, Macrophage Inflamantory Protein (MIP)-1a,
prostaglandinu PGE; a NO (SHAPIRA et al.1998, Hischfeld et al. 2001). LPS z
A.a. signifikantné zvySuje expresi B, integrinti a L-selektinti na granulocytech a
monocytech (BLIX et al. 1999). LPS také stimuluje expresi kostimula¢nich
molekul CD80/CD86 a to prostiednictvim vazby na TLR—4 a dale stimuluje
molekuly hlavniho histokompatibilniho komplexu MHC - II, které jsou dulezité
v aktivaci T-bun¢ék (MEDZHITOV 2001) a podili se i na aktivaci

komplementového systému.

Peptidoglykany (PGN)

Peptidoglykany tvofi rigidni kostru v8ech bakterii (MADIANOS et al. 2005).
U grampozitivnich bakterii je peptidoglykanovad vrstva zvlast mohutna.
Peptidoglykan je zde vazan s kyselinou lipoteichovou. Gramnegativni bakterie
obsahuji pouze tenkou peptidoglykanovou sit’ v periplasmatickém prostoru. PGN
aktivuji buiiky vazbou na TLR — 2 receptor, jsou rozpoznavany komplementem a
specifickymi receptory. Aktivuji produkci TNF — a, IL - 18, IL - 6, IL - 8 a MIP -
la. (MATTSSON et al.1993, WANG et al. 2000) a zvySuji produkci NO
v makrofazich (KENHARTARAN et al.1998). Ve srovnani s LPS nejsou PGN tak

Y

silnymi stimulatory imunitni reakce.

18



Proteazy

Proteazy jsou enzymy S$tépici proteiny. Jsou produkovany fadou bakterii a
klasifikovany podle jejich katalytické funkce. Nejvice prostudované proteazy
v souvislosti s parodontitidou jsou arginin — gingipain (Rgp) a lysin-gingipain
(Kgp) protedzy. Radime je mezi cysteinové protedzy produkované P. gingivalis,
které §t€pi proteiny za argininem nebo lysinem. Primarnim cilem $tépeni je ziskat
peptidy a aminokyseliny potiebné k preziti bakterie. Dale vSak téz §tépi fadu
dilezitych molekul na povrchu bun€k nebo v jeho okoli a tim chrani P. gingivalis
pted imunitni reakci. St&pi IL-8, IL-18, IL-6 (ZHANG et al.1999, FLETCHER et
al.1997) povrchové molekuly ICAM — 1 (Intracelular Adhesion Molekule) na
epitelovych burikach (TADA et al. 2003), CD14, LBP (lipopolysacharide binding
protein) molekuly na povrchu monocytt a fibroblastii (TADA et al. 2002), slozky
komplementu a degraduji imunoglobuliny (SUNDQUIST et al. 1985).

Vztah mezi pfitomnosti patogennich bakterii a stavem parodontu dosud
neni zcela objasnén - patogeny se nachazeji jak u pacienti tak v mistech
nezasazeného paradontu u zdravych lidi. Poskozujici G¢inky jsou pravdépodobné

dany jejich rozdilnou virulenci (ALI et al. 1997).

4.4.3. Porucha funkce polymorfonukleiri (PMN)

Polymorfonuklearni leukocyty se jako prvni builky obranné linie proti
bakteriim zubniho povlaku, dostavaji do mista antigenni zat€Ze migraci, ktera
zahrnuje celou fadu diléich pochodii. Aktivované PMN na svém povrchu exprimuji
molekulu gylokoproteinu Sial-Lewis (CD15), ktery adheruje na E-selektinové
receptory na povrchu aktivovaného endotelu. PMN se kutéleji po endotelu do mist,
kde jsou expimovany molekuly integrinti. Naslednou vazbou mezi CDI11/18
rodinou receptord na povrchu PMN a ICAM-1 adhezivni molekulou na endotelu je
umoznéna migrace PMN endotelem do mist antigenni zatéZe.

U onemocnéni LAD (defekt leukocytarni adherace) jsou abnormality t&chto
receptorti autosomalné recesivni.

Rozlidujeme:
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- LAD I syndrom — pfi kterém dochdzi k minimalni expresi CD11/18 molekul

na povrchu PMN. PMN buiiky neexprimuji B, fetézec integrini, které jsou

nezbytné pro jejich zachyceni na sténé cév v misté zanetu.

- LAD II syndrom — dochazi k abnormaélni expresi Sial-Lewis molekul

(CD15). Pacienti jsou nachylni k rekurentnim infekcim. Disledkem defektd

v expresi povrchovych molekul je potlaeni bunééné chemotaxe a fagocytozy.
Mezi dal§i onemocnéni, dand poruchou PMN patii chronicka

granulomatozni nemoc pfi které je naru$en oxidativni metabolismus PMN bungk.

4.4.4. Korelace s dal§imi chorobami

Parodontitida pfedstavuje zavazné riziko pro rozvoj dalSich systémovych
onemocnéni (RENVERT  2003). Mezi nemoci doprovazejici onemocnéni
parodontu pati nékterd systémova onemocnéni, kterd se vyznaluji stejné jako
parodontitida, poruchami neutrofilnich granulocyti. Patfi sem napf.:

- Downiiv syndrom — dochazi k postizeni genu pro adhezivni molekuly,
trisomie 21.chromosomu.

- Diabetes mellitus — projevujici se vys$§i aktivaci IL-1, onemocnéni
zahrnujici rozli$né formy poruch metabolismu glukézy pro které je spoleéné
absolutni nebo relativni nedostatek inzulinu. CoZ zpisobuje zvy$enou koncentraci
glukézy v krvi a tim dochazi vedle poruseni hojeni ran a zuZovani malych krevnich
cév k dal$im ¢etnym patologickym zmé&nam.

- Pappillon — Lefévriv syndrom — onemocnéni zplsobené poruchou
aktivace T — lymfocyt, zplsobeno mutaci genu pro cathepsin, ktera vede
k abnormalni keratéze (GORLIN et al. 2001). Projevuje se imunodeficitem a
parcidlnim albinismem.

- Chediak — Higashi syndrom — onemocnéni imunitniho systému zptisobené
poruchou chemotaxe a baktericidnich mechanismt neutrofilnich granulocytt, které
usti v chronické infekce. Onemocnéni je doprovazeno sniZenou pigmentaci
kGze,o¢i a neurologickymi problémy. V disledku komplikaci dochézi
k pfed¢asnému amrti. Onemocnéni je autozomalné recesivni (TEMPLE et al. 1972,
SHIBUTAMI et al. 2000).
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Parodontitida je také spojovana s plicnimi infekcemi (RENVERT 2003). U
t¢hotnych Zen mulZe rozvinutd parodontitida zptsobit pfedéasny porod
(KONOPKA 2004, OETTINGER et al. 2005) ptipadné mize negativné ovlivnit
porodni hmotnost dit¢te (OFFENBACHER et al. 1996, DASANAYAKE et al.
1998).

Pacienti s t€Zkou parodontitidou maji zvySené riziko rozvoje aterosklerézy,

infekce myokardu a mozkové piihody (DE STEFANO et al.1993).

4.4.4.1. Paradontitida jako rizikovy faktor aterosklerézy

Parodontitida se fadi mezi rizikové faktory pro rozvoj aterosklerézy a
cerebrovaskularnich onemocnéni. Vztah mezi parodontitidou a ateroskler6zou byl
prokazovén teprve v poslednich letech. Experimentalné jej prokazali EBERSOLE
et al. (1994).

V anglické odborné literatufe se setkdvame s pojmem PAS — parodontoso -
ateroskleroticky syndrom.

CHUNG et al. (2003) zjistili v sérech u pacienti s prokdzanymi
aterosklerotickymi zménami zvySenou hladinu HSP 60. Experimenty na zvifatech
naznacuji, Ze infekce miZe vést ke zvySené tvorbe¢ protilatek reagujicich s HSP 60.
Vazba té€chto protilatek na HSP 60 exprimovanych na endotelu cévy v misté jeji
bifurkace by mohla byt spoustécim mechanismem zanétu (WICK 2000). Mezi HSP
bakterii zubniho povlaku a HSP tkané byla prokazana kiiZova reakce.

CARRINNII er al. (2000) zjistili pfitomnost Porphyromonas gingivalis
v aterosklerotickych 1ézich. CHIU (1999) potvrdil ptfitomnost bakterii P. gingivalis
a Strepcoccus sanguis v aterosklerotickych platech ve vzorcich cév odebranych pfi
chirurgické rekonstrukci cévniho feist€. Pomoci PCR reakce byly
v aterosklerotickych platech detekovany mikrobidlni ribozomalni RNA (rRNA) a
DNA  bakterii P.gingivalis, A. actinomycetemcomitans a P. intermedia
(HARASZTHY et al. 2000, TAYLOR — ROBINSON et al. 2002, FIEHN et al
.2005, FORD et al. 2005).

Vztah mezi aterosklerdzou a P. gingivalis potvrdil i LALLA et al. (2003)
pouzitim experimentdlniho modelu apo E-null mysi. Rozvoj parodontitidy a
aterosklerosy vyvolali oralni inokulaci P.gingivalis. V prib&hu 4 mésicli se u mysi

vytvofily aterosklerotické prouzky, vnichz byla * detekovdana pfitomnost
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P.gingivalis. U mysi s parodontitidou byly také detekovany vy$$i sérové hladiny
IL-6 a VCAM-1 v aorté€ nez u mysi kontrolovanych.

Pro ob& onemocnéni jsou spole¢né obecné rizikové faktory jako jsou koufeni,
obezita, diabetes (ARMITAGE 2000). Z dlouhodobych studii vyplyva, Ze u
pacientll s parodontitidou je 20 — 25% riziko vzniku myokardu (DE STEFANO
1993, JANKET et al. 2003) a 17% riziko vzniku mozkové pithody (MORRISON
et al.1999).0tazkou vSak stile zistava zda je parodontitida pfi¢inou nebo
nasledkem ateroskler6zy
(HAYNES a STANFORD 2003).

Obr.¢.3: Spoleéné rysy parodontitidy a aterosklerozy

Spoleé¢né rysy parodontitidy a aterosklerozy
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4.4.4.2. Uloha HSP v rozvoii parodontitidy

Buriky reaguji na stresové podminky produkci specifickych stresovych
proteinti, do které patfi i HSP. Maji velmi konzervativni strukturu. Na zaklad¢
jejich molekulové hmotnosti (m.h.) je rozdé€lujeme do skupin. Nékteré HSP funguji
jako molekulové chaperony a podileji se na sestavovani bilkovin. Jiné se podileji
na procesech nitrobunééného zpracovani, degradace bilkovin a jejich transportu.

K nejvyznamnéj$im patiéi HSP o m.h. 60kDa (GroEL) uplatiiuji se pti
sestavovani multimernich bilkovinnych komplexti a HSP o m.h. 70 kDa (DnaK)
podilejici se na proteinovych interakcich a transportu bilkovin pfes membranu.

HSP stimuluji zanétlivou reakci prostiednictvim vazby na CD14/TLR -4
(UEKI et al. 2002). Bakterie vSak zaroveni stimuluji tvorbu lidského HSP 60
v tkani, ktery naopak stimuluje makrofagy a dal$i buriky k tvorbé prozanétlivych

cytokinti.

Obr.&.4: Uloha HSP v rozvoji parodontitidy

Uloha HSP v rozvoji parodontitidy
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4.4 .4.3. Parodontitida ve vztahu k pacientim HIV pozitivnich

ZvySeny vyskyt onemocnéni parodontu byl prokazan také u pacientd HIV
pozitivnich. Virus HIV (Human immunodeficiency virus) je ptivodcem syndromu
ziskan€ imunitni nedostate¢nosti AIDS (Acquired ImmunoDefiency Symdrom).

Povrchovy glykoprotein gpl20 HIV viru se vaZe prostiednictvim CD4
molekuly na T buiiky a nebo prostfednictvim receptort pro chemokiny C-CR-2, C-
CR3 a C-CR-5 na makrofagy. Vazbou na receptory se spusti kaskada reakci
vedouci k fuzi HIV virionu s buiikou.

V infikované buiice dojde k namnoZeni viru a virové astice jsou nasledné
uvoliovany do okoli putenim (KREJSEK a KOPECKY 2004). HIV virus je
pfenaSen t€lnimi tekutinami. Po infekci HIV virem dochazi k rozvoji tzv. primarni
infekce HIV, ktera je provazena hore¢kou, inavou, bolesti kloubi a svalt. Nasleduje
dlouhé tzv. bezpfiznakové obdobi. Posledni fazi je stadium AIDS. Mezi prvni
pfiznaky nastupu AIDS patii kandidézy ust a jicnu, zaroveii dochazi u mnoha
pacienti k rozvoji maligniho onemocnéni Kaposiho sarkomu, ktery postihuje kizi,
ale téz sliznice a mlZe se projevit v dutiné ustni. A¢koliv se plivodné pfedpokladalo,
Ze pacienti HIV pozitivni maji zvySené riziko rozvoje parodontitidy (ROBINSON
1992, American Academy of Periodontology 1996), v souasné dobé se od tohoto
néazoru upousti (SMITH et al. 1995, HEITZ — MAYFIELD 2005).

VEtsi riziko predstavuje pro tyto pacienty lé¢ba imunosupresivnimi léky, po
které dochazi k rychlej§imu rozvoji parodontitidy. Pacienti 1é¢eni vy$$imi ddvkami
1€kt vykazuji 6krat Cast&j$i vyskyt CAL index > 3mm v pribé¢hu 20 mésicli nez
pacienti lé¢eni niz§imi davkami 1éki (BARR et al 1992). Rychlejsi postup
parodontitidy je patrny u v€kove star§ich pacientd s HIV. Nekrotizyjici ulcerativni
parodontitida postihuje 4-6% HIV pacientti (GLICK et al. 1994).

4.4.5. Dalsi rizikové faktory

Cinnost imunitniho systému souvisi obecné s aktualnim fyziologickym
stavem organizmu. Nepfekvapi nas tedy, Ze frekvence vyskytu parodontitidy se
zvySuje s vzristajicim vékem (HEITZ-MAYFIELD 2005). Pro ureni zavaZnosti a
progrese onemocnéni je vyznamym kritériem vztah mezi poSkozenym chrupem a

vékem pacienta. Stejné hodnoty CAL indexu znamenaji pro‘ mladého pacienta horsi
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onemocnéni se vyskytuji v puberté a ranné dospélosti.

Parodontitidou jsou vice postiZzeni muzi nez Zeny (ALBANDAR 2002).
Zvlastni skupinou ohroZenych osob jsou vSak Zeny vobdobi piechodu
(NORDERYD 1993). Bylo prokazano, Ze Zeny ve v€ku 50 — 64 let, které uZivaji
estrogenni 1é€bu, maji niZ$i krvacivost dasni nez Zeny bez 1é¢by.

Vyskyt parodontitidy je ovlivnén také rasou pacienti (VAN DYKE et al.
1970, OLIVER et al. 1998, ALBANDAR 2002). Cast&jii vyskyt parodontitidy byl

zjiStén u afroamerické, latinskoamerické a asijské populace nez u bé&lochti.

Mezi nejrizikovéjsi vnéjsi faktory patii koufeni. U kufakd byl zjistén vyskyt
nékteré z forem parodontitidy az 6krat ¢astéji nez u nekufaki (KORNMAN 1997).
Jak konzervativni, tak i chirurgickd lé¢ba je u kufdkdi méné Uspé€$nd neZ u
nekufaki. Koufeni snizuje krvacivost dasni, tim maskuje pfitomnost zanétu a
znemoZiuje ¢asnou 1é¢bu. Inhibuje produkei specifickych protilatek podtiidy 1gG2
a snizuje schopnost PMN bunék fagocytovat (PAGE et al. 1999). Ovliviiuje sloZeni
mikroflory — u kufaki se vyskytuje vy$$i poCet parodontalnich patogenti nez u
nekutakd (HAFFAJEE a SOCRANSKY 2001). Pokud pacient pfestame koufit, pak
dochazi postupné jak k upraveni imunitnich mechanismi, tak ke zlep3eni stavu
parodontu (PALMER et al. 2005)

Stres ovliviiuje tvorbu humoralnich faktort a aktivuje klony Ty2 lymfocytd,
které vedou k progresi onemocnéni (ELENKOV, CHROUSOS 1999).
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4.5. IMUNTINI MECHANISMY PARODONTITIDY

Vyvoj zéanétlivé léze v parodontu popsali PAGE a SCHROEDER
v sedmdesatych letech (1976). Produkty bakterii zubniho povlaku pronikaji do tkané
uponovym epitelem gingivy, vopatném sméru prosakuje sulkularni tekutina.
Zanedbanim ustni hygieny dochdzi k akumulaci zubniho povlaku. Zahy po vniknuti
antigeni ze zubniho povlaku do tkani parodontu se vyviji pocateni léze aktivaci
humoralnich a celularnich faktorti, které vedou k projevu akutniho zanétu.

Akutni zanét se vyznaCuje zvySenou cévni permeabilitou a nespecifickou
leukocytarni obranou proti bakteriim. Cévni reakce pletené (leZi t€sné€ pod spojovacim
epitelem) je vyvolana latkami prochazejicimi zkrevni plasmy nebo latkami
uvolfiovanymi pfimo z tkani nebo z bunék a vede ke zvySené produkci sulkularni
tekutiny a zesilenému prostupu leukocyti spojovacim epitelem (PAGE a
SCHROEDER 1976).

V prvni fazi zanétlivé reakce se rozvijeji pfevazné humoralni a buné¢né
mechanismy nespecifické imunity - komplement, makrofagy, PMN.

Nespecificka obranna reakce neni vzdy dostate¢né u€inna proti v§em antigenim.
Z tohoto divodu dochazi nasledné k aktivaci specifické imunitni odpovédi —

k aktivaci B a T lymfocyta.

4.5.1. Mechanismy nespecifické imunity

V prubéhu gingivitidy (prvni faize onemocnéni parodontu) se rozvijeji pievazné
nespecifické imunitni mechanismy. Z humoralnich mechanismid pfedevsim
komplementovy systém, buné¢né slozky PMN, makrofagy a fibroblasty (ALISON et
al. 1976).

Komplement se do zanétlivé reakce zapojuje svymi produkty, a to jak v procesu
destrukce tkang, tak i v regeneraci (BARTOVA 1989). Aktivaci alternativni drahy
komplementu C3 konvertaza na povrchu mikroorganismi $té€pi znatné mnozstvi C3
slozky na C3a a C3b podjednotky. C3b jsou vazany na povrch mikroorganismu a tim
je opsonizuji. C3a podjednotky spolu s C5a podjednotkami plisobi chemotakticky na
fagocytujici polymorfonuklearni buiiky, vaskularni permeabilitu, vasodilataci,
vyvolava chemotaxi PMN bunék, degranulaci Zirnych buné€k, aktivaci adhezivnich

A}

molekul a tvorbu protilatek.
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Prvni a hlavni obrannou linii proti priniku bakterii v gingivalnim sulku
predstavuji PMN buiiky. Migrace PMN bunék do sulku je vysoce regulovany proces,
ktery zvySuje prunik mikrobialnich sloZzek zubniho povlaku (TONNETTI 1997).
Migraci ovliviiuji chemotaktické slozky komplementu, metabolity kyseliny
arachidonové, bakteridlni produkty, zvySend exprese adhezivnich molekul ve
spojovacim epitelu a IL-8. PMN maji vedle fagocytdzy i regulaéni tlohu. Po stimulaci
antigeny tvoii cytokiny IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 a TNFa. Jsou viak také zdrojem
poskozujicich lysozomalnich enzymd. Vnimavost k nékterym formam parodontitidy
je podminéna pravé defekty funkce PMN.

Porucha téchto bun¢k vede pravdépodobné k rychlej§imu nastupu zanétlivych
zmén v parodontu (VAN DYKE a HOOP 1990). Jednim z vyznamnych rizikovych
faktord je porucha chemotaktické aktivity PMN, ktera byla pozorovana u 70%
mladych lidi s riznymi typy parodontitid (VAN DYKE et al. 1970). Priikaz zménéné
funkce PMN je povazovan za druhou nejvyznamnéjsi praci ve 20.stol. (VAN DYKE
1970). Mezi vazné defekty patii sniZend schopnost chemotaxe a zvySena tvorba
supeoxidi. Soudi se, Ze u mladych jedinci s ¢asnou parodontitidou se jedna o dédi¢ny
defekt neutrofili (VAN DYKE et al.1993).

PROCHAZKOVA et al. (1995) nepozorovali pti studii provadéné v roce 1992 -
93 u pacientll poruchu chemotaxe. To samé uvadi i OTCENASKOVA (2005), ktera
po osmi letech sledovani zopakovala. Zjistila, Ze priméma hodnota chemotaktickych
indexti pacienti se pohybovala v rozmezi fyziologickych hodnot zjisténych u Ceské
populace. Také hodnoty chemotaktickych index jednotlivych osob, zdravych i
s onemocnénim parodontu, se pohybovaly ve fyziologickém rozmezi. Zavérem se
v8ak domnivd, Ze hrani¢ni hodnoty indexti charakterizujici stav PMN bun€k mohou
byt zhlediska rozvoje onemocn&ni rizikové. KRATKA et al.(2006) prokazala
poruchu funkce PMN, kterou hodnotila jako index metabolického vzplanuti. Nizsi
hodnoty indexu matabolického vzplanuti, neZ je jeho fyziologické rozmezi, byly
zjistény na pocatku 1é¢by u 90% pacientd. Po péti letech 1€€by doslo u 67% pacientt
ke zvySeni jejich hodnot, pfesto u 53% pacienti pretrvala defektni funkce
neutrofilnich granulocytt.

Makrofagy produkuji prozanétlivé cytokiny a fagocytézou odstratiuji buriky

poskozenych tkani. Na jejich povrchovou molekulu CD 14 se vazi bakterialni LPS
v komplexu s LBP. Po aktivaci produkuji cytokiny IL-1B, IL-8 a TNFa. Soucasn€
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s cytokiny produkuji tkaniovy plasminogen aktivator, ktery se uéastni reakci vedoucich
k aktivaci metaloproteinaz (PAGE 1991).

Metaloproteinazy $tépi kolagen, ktery je zakladni soudasti vaziva gingivy a
parodontontalnich vazi. BARTOVA et al. (1995) zjistili, Ze tetracyklinovou lé&bou
pacienti s JP dochézi k inaktivaci metaloproteinaz a ke zlepSeni klinického stavu
parodontu s nadvaznosti na konservativni terapii.

Na povrchu fibroblastu mohou adherovat bakterie zubniho povlaku a tim
aktivovat cytotoxickou reakci. Adhezivni reakce se také mohou uskute¢nit mezi
fibroblasty a aktivovanymi lymfocyty. Tato adheze stimuluje fybroblasty ke zvySené
tvorb€ prozanétlivych cytokind.

4.5.2. Mechanismy specifické imunity

Lokalni imunologicka odpovéd’ doprovazejici onemocnéni parodontu ma vliv na
imunitni systémovou odpovéd’. Proto je vyznamné sledovat zmény v imunitnich
reakcich také v periferni krvi pacienti. V nejvyznamnéjsi praci 20.stoleti tykajici se
tohoto tématu IVANYI a LEHNER (1970) prokazali, Ze lymfocyty periferni krve
pacientl s gingivitidou a parodontitidou reaguji, v porovnani s jedinci se zdravym
parodontem, signifikantn¢ zménénou proliferaci lymfocyti periferni krve na ptisobeni
bakterii povaZzovanych za suspektni patogeny izolovanych ze zubniho povlaku.

Specifickou imunitni odpovéd’ miZeme rozd€lit na humoralni a bunétnou.
Pojivova tkan pacienti je infiltrovdna piedev8§im B-lymfocyty, pfedstavitelé
humorélni imunity. Bylo prokazano, Ze jak specificka tak nespecificka aktivace B-
lymfocyti je regulovana T-lymfocyty. V zanétem postizeném parodontu se vyskytuje
asi 50% B-lymfocyti a 30 % T-lymfocyti (OKADA et al.1988). Podle tvorby
cytokint se CD4 pozitivni lymfocyty déli na Tyl a Ty2.

Tyl tvoii IL-2, INF — vy, aktivuji makrofagy a jsou odpovédné za reakci
oddalené piecitlivélosti. Reakce v Tyl sméru byva oznaCovana jako zanétliva.

Ty2 lymfocyty produkuji IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 a IL-13. Poskytuji B
lymfocytim signaly potiebné k jejich diferenciaci k tvorbé protilatek, zejména IgGl,
IgE, IgA.

IL-4 se uplatiiuje jako ristovy faktor B lymfocytt, stimuluje tvorbu ochrannych
antigen specifickych protilatek, které se podileji na potlaceni zanétlivé reakce. Pokud

pfevladne tvorba polyklonalné aktivovanych protilatek, pti které se mohou tvofit i
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autoprotilatky, bude destrukce tkané pokraCovat. Ty2 lymfocyty maji tedy jak
ochranou tak destruktivni funkci.

Porucha v rovnovaze tvorby Tyl a Ty2 cytokind usnadiiuje prinik bakterii
do tkani parodontu a miZe vést ke zhorSeni jeho stavu. Na zakladé konceptu
funkénich subpopulaci T lymfocyti navrhli SEYMOUR et al. (1993) hypotézu
rozvoje onemocnéni parodontu. Pfedpokladaji, Ze pacienti kteti nejsou
k onemocnéni vnimavi, tvofi v odpovédi na stimulaci antigeny pievazné klony Tyl
lymfocyti, zatimco pacienti, u kterych onemocnéni progreduje, tvoti v odpovédi na
antigenni podnét klony Ty2 lymfocyti.Tato hypotéza byla potvrzena i v naSem
ustavu (BARTOVA 1995, 2000). Uloha Tyl a Ty2 subpopulaci je shrnuta na
obrazku €.6.

Zanétlivé zmény v parodontu pfedstavuji pro bakterie zubniho povlaku
stresovou situaci, na kterou odpovidaji tvorbou proteini tepelné¢ho Soku (HSP).

V mist¢ zanétu v sulkularni tekutin€ byl zjistén zvySeny obsah IL-1
(CHARON et al. 1982) Tento nalez viak nepotvrzuji BARTOVA et al.(1995), ty
uvad&ji vy$si hladiny IgG v mist¢ zanétu a také vyssi tvorbu protilatek proti
kolagenu. V oblasti aktivni léze byly zjistény vyssi hladiny IL-2, IL-6 oproti
neaktivnim lézim, kde zji§tény nebyly (LEE et al.1995).

K tvorbé specifickych protilatek jsou vmist¢é zanétu stimulovany
bakterialni antigeny. Proti povrchovym polysacharidim bakteridlni stény jsou
produkovany protilatky izotypu IgG2, zatimco proti bakteridlnim proteinim
izotopy IgG3 (NIESENGARD et al. 1994).

SloZky nékterych bakterii funguji jako vyznamné polyklonalni aktivatory. Ve
tkani pacientl s parodontitidou vede tato aktivace k tvorbé imunokomplext avSak
nasledna cytotoxickd reakce namifena proti nim poskozuje okolni tkan (VAN
DYKE et al.1995).

29



Obr.&.5: Tyl a Ty2 reakce v patogenezi parodontitidy
(OKADA a MURUKAMI 1998)
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4.5.3. Cytokiny a stav parodontu

Cytokiny hraji dtleZitou roli v patogenezi parodontitidy. Cytokiny, které
se nachazeji v tkanich parodontu vykazuji biologickou aktivitu, nasledkem které
dochazi k aktivaci osteoklastii a fibroblasti a tim k progresi onemocnéni. Mezi
cytokiny patii i dalezité aktiva¢ni a regulacni molekuly.

Na ptisobeni cytokinti v patogenezi parodontitidy je zamé&feno mnoZstvi
odbornych praci. OKADA et al. 1995 prokézali, Ze rizné stupné zanétlivé reake
v paradontu jsou spojeny srozdilnym profilem cytokint. Cilem studia je najit
zpusob, jak zabranit destrukci parodontu prostfednictvim lé¢by zaméfené na
cytokinovou sit’. Principialné jde o pouZiti cytokind s ochrannym uéinkem, nebo
inhibici destruktivnich cytokinl za pomoci solubilnich receptort ¢i protilatek.

Duikladné poznani funkci jednotlivych cytokini a jejich vzajemnych
funk¢nich interakci ma velky prakticky vyznam pro fyziologické a patologické
reakce organismu.

Piehled hlavnich cytokinti ovlivitujicich onemocnéni parodontu je uveden

v nasledujicim tabulce (Tab.¢.2)
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Tab.¢.:2 Piehled cytokinu

Cytokin Zdroj Hlavni funkce Poznamka
U pacientii ovliviiuje produkci
makrofagy, prostaglandind aktivovanymi makrofagy
dendritické kostimulace T bunék, a fibroblasty (TAKADA at al. 1991), indukuje
IL-10, a endotelialni indukce TNF a IL-8, resorpci kosti alveolarniho vyb&zku.
buiiky, neutrofily pyrogen IL-1P je hlavni mediétor resorpce
alveoldrni kosti.
Aktivuje Tyl lymfocyty a makrofagy
IL-2 Tyl bunky ristovy faktor T, NK k produkci prozanétlivych cytokind.
a B buné&k Jeho produkce se zvySuje po aktivaci
bunék LPS.
aktivace B bunék, Stimulace nespecifickych protilatek, hladina
IL-4 Tc, bazofily, indukce Ty2, IL-4 pozitivng koreluje se zvy$enym poétem
mastocyty pfesmyk na IgE a IgG4, B lymfocytii v parodontalnich 1ézich.
inhibice Tyl a makrofagl
Produkce fibroblasty, epidermalnimi a
epitelialnimi butikami parodontu
IL-6 T2, makrofagy, Stimulace T a B lymfocyti, (YANAKAZI et al 1995).
neutrofily stimulace proteinti akutni fAize | Neprokdzané zvy3eni tvorby v sulkularni
tekuting v mist& zan&tu (BARTOVA et al 1995)
monocyty,
fibroblasty, Indukuje expresi aktiva¢nich molekul
IL-8 epitelidlni buriky Chemoatrakce lymfocyti na povrchu PMN, v buitkach enzymy
po stimulaci IL-1, a superoxid.
TNF nebo LPS
Ovliviluje prezentaci antigenu APC buitkdm
IL-10 Ty2, makrofagy, | Inhibice Tyl cytokinid a makrofq Inhibuje syntézu cytokint cytotoxickymi
neutrofily sniZuje aktivitu APC butikami
Aktivaéni faktor NK bun&k a
IL -12 makrofagy, NK, B Stimulace Tyl a NK cytotoxickych lymfocytd, které stimuluje
k produkci IFN-y
V ptitomnosti IL-12 stimuluje odpovéd’ Tyl
IL-18 aktivované ko-indukce INF-y sméru, v nepkitomnosti IL-12 produkci
makrofagy, cytokinii Ty2 (DELALEU A BICKEL 2000).
Ovlivituje rist a vyvoj bakterii a navozuje
INF-a Tul, fibroblasty Antivirové uinky, produkci n€kterych protilatek tfida IgG
zvy$uje expresi MHC 1
Inhibi¢ni plisobeni na aktivitu osteoklasttl,
INF-y Tyl, NK buiiky Aktivace makrofagi inhibice resorpce kosti (OKADA et al 1995).
Indukuji expresi MHC glykoproteinti
TNF-q, makrofagy, NK, a produkci mnoha cytokinti
TNF-B T buriky Mediatory zanétu, aktivace endof ve vy3sich koncentracich je cytotoxicky
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4.5.3.1 Polymorfismus genut pro cytokiny

Geny pro cytokiny a jejich receptory se nachazeji v celém genomu.
Polymorfismus gent pro cytokiny miZe vést k defektni nebo nadbyteéné produkci
urcitého cytokinu, ¢imZ dochazi k naru$eni rovnovahy mezi Tyl, Ty 2 eventualné i
mezi regulacni T,z subpopulaci. Bylo prokazano, Ze nerovnovaha mezi témito
subpopulacemi hraje roli v etiologii fady onemocnéni (KEEN 2002).

Mnohé studie poukazuji na uzky vztah mezi polymorfismy genti a cytokiny

a to zejména z téchto 2 duvodu:

1) cytokiny a jejich receptory jsou velmi polymorfni
2) cytokiny a cytokinové recertory jsou velmi konzervativni v
koédovanych exonovych oblastech, velky polymorfismus viak nalezneme

v nepiekladanych oblastech — intronech.

V souvislosti s parodontitidou byli dosud studovany nasledujici cytokiny a jejich
polymorfismy.

[L-lo a IL-1B jsou jedny =z nejdilezitéjSich prozanétlivych cytokinu
v odpovédi na bakterie zubniho povlaku, maji prozanétlivy uG¢inek, stimuluji
resorpci alveolarni kosti a reguluji proliferaci fibroblasti (GRAVES a COCHRAN,
2003). V genu pro IL-1 byly nalezeny 2 polymorfismy, asociované s vyskytem
parodontitidy dospélych, jedna se o alelu IL- 1a v pozici — 889 (zdména nukleotidi
C za T) a alelu IL-1B v pozici + 3953 (zdména nukleotidi C za T). Kombinace
téchto dvou rizikovych gent tzv. kombinovany genotyp byl zjistén u pacientd
s parodontitidou (KORNMAN et al. 1997, PAKHILL et al. 2000, LANGA et al.
2000, KRATKA et al. 2006). Vztah mezi parodontitidou a IL-1 kombinovanym
genotypem v$ak nebyl potvrzen vitadé publikaci (HODGE et al. 2001,
ENGEBRETSON et al. 1999, HOLLA et al. 2004). IL-1 je pouze jednim
zrizikovych faktorl, jehoZz ucinek na rozvoj onemocnéni se uplatni az
v pfitomnosti dalsich rizikovych faktort jako napf. pfitomnost patogennich bakterii
& koufeni (CULLIANAN ez al. 2001 a KRATKA et al. 2006).

PAGE vsak jiz v roce 1993 prokazal, Ze krevni monocyty pacienti s AP tvori

2-3x vice IL-1B a PGE; neZ monocyty osob, které jsou rezistentni. IL-1p a PGE;
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aktivuji ve tkani pfitomné fibroblasty k tvorbé metaloproteinaz, které napomahaji
destrukci extracelularni matrix.

U genu pro IL-6 sledovaného z diivodu genovych polymorfismi, byla také
prokazana souvislost s rozvojem parodontitidy (HOLLA et al. 2004). Byla zjisténa
signifikantné niZ8i heterozygotni kombinace G/C v pozici -572 v promotoru genu
pro IL-6 u pacientti s chronickou parodontitidou neZ u zdravych osob. HOLLA et
al.(2002) dale sledovali polymorfismus v promotoru genu pro CD14. V tomto
misté se vyskytuje polymorfismus ve dvou lokalitach C (- 159) T a G (- 1359) T.
Bylo zjisténo, Ze u pacientd s rozvinutou parodontitidou dospé€lych se signifikantné
Castéji objevuje pozici G (- 1359) T nez u pacientd s mirnou parodontitidou
dospélych. Homozygotni genotyp GG byl signifikantné castéji detekovan u
pacientt s rozvinutou parodontitidou nez u pacientd s mirnou parodintitidou.

[ u genu pro IL-10 byl testovan vztah mezi parodontitidou a polymorfizmem
genl (KINANE et al.1999) a dale pak pro tumor necrosis factor TNF-8 (MUNDY
1993, KINANE et al.1999), Fc — y receptory (KOBAYASHI et al. 1997),
transforming growth factor TGF-8 (HOLLA et al. 2002), toll-like receptor TLR-2
(BOCHUND et al. 2003), TLR—4 (ARBOUR et al. 2000), receptor pro vitamin D
(INAGAKI et al. 2003), matrixovou metaloproteinazu (MMP)-1 (IZAKOVICOVA
— HOLLA et al. 2004). V 2adné ztéchto zmitiovanych studii nebyla zjiiténa
prikazna zavislost mezi genovym polymorfismem a parodontitidou.

Polymorfismy gent pro cytokiny a jejich receptory se zdaji byt dulezitymi
kandidatnimi genetickymi faktory pro rozvoj imunopatologickych reakci a jsou

spojovany se sklonem ke vzniku fady autoimunitnich chorob.
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MATERIAL A METODIKA

1. CHARAKTERISTIKA PACIENTU

2. POUZITE ROZTOKY A CHEMIKALIE

3. METODY

» Izolace mononuklearnich buné€k z periferni krve

pomoci Ficol — Paque gradientu

» Stimulace lymfocyti k tvorbé cytokint

» Multiplexova analyza — Metoda LUMINEX

» Geneticka vySetfeni polymorfismu gent pro cytokiny



5. MATERIAL A METODIKA

5.1. CHARAKTERISTIKA PACIENTU

V souhlasu s Helsinskymi dohodami byl od vSech vysetfovanych osob ziskan
pisemny souhlas s odbérem materidlu k imunologickému a genetickému vysetfeni
(viz. text niZe).

K vysetfeni bylo vybrano 15 pacienti ze souboru 250 pacientl s diagnézou
chronické parodintitidy ve veéku 35 -56 let, navstévujici dlohodobé
Stomatologickou kliniku FN u sv. Anny a Ustav parodontologie MU v Brng.
Podminkou zafazeni do studie je pfitomnost parodontilnich choboti hlubokych
min. 3,5 mm ve dvou sextantech chrupu a resorpce alveolarni kosti.

Odbér Zilni krve (30 ml) byl provadén v Brné pod vedenim prof. MUDr.
Lydie Izakovi¢ové — Hollé, PhD.
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INFORMOVANY SOUHLAS PACIENTA S VYSETRENIM

JMENO A PRIJMENI PACIENTA:

DATUM NAROZENI:

ADRESA:

Souhlasim se zafazenim své osoby do vySetfovaného souboru vyzkumného
projektu: Analyza polymorfismu v genech prozanétlivych a remodela¢nich faktort
ve vztahu k imunitni reakci a klinickému stavu pacienta s parodontitidou.

Cilem projektu je studium genetickych rozdili, které mohou byt pfi¢inou zménéné
imunitni reakce pacientd s parodontitidou.

Pfi vySetieni budou pouZity nasledujici vySetfovaci metody v parodontologické
ordinaci bude vySetfen parodontologem stav Vaseho chrupu a doporuc¢ené ptipadné
dalsi 1éCeni. Soucasn€é Vam bude odebrano 30 ml srazlivé krve na imunologické
vySetieni + 10 ml nesrazlivé krve na genetické vySetteni, kterymi stanovime

v testech riziko daliiho rozvoje parodontitidy. Ugelem t&chto vysetieni je odebrat,
uchovat a pouzit k vySetfeni rizikovych faktor parodontitidy vzorek Vasi krve.
Vas souhlas s vySetfenim a dal$im nakladanim se vzorkem krve je dobrovolny a
miuZete jej kdykoliv zrusit a to i bez uvedeni divodu. Pro zachovani Vasi
anonymity budou vzorky krve uchovany pod €iselnym koédem.Ptistup k ¢iselnému
kodu a tudiz identifikaci vzorku s Vami mé pouze vedouci lékat vyzkumu. Vzorek
krve bude uchovan oi dobu 3 mésici. Po tuto dobu budou provadéna potfebna
vySetieni. Poté budou veskeré vzorky krve zlikvidovany.

Se vzorkem Vasi krve bude po celou dobu uchovani zachazeno jako s nosi¢em
osobnich udajt. Ziskané udaje budou slouZit pouze pro ucely feSeni vyse
uvedeného projektu a prto informaci fesitelt projektu. Ziskané idaje mohou byt
vyuzity k dal$imu statistickému zpracovani a védeckému zkoumani. V tomto
ptipadé€ budou vysledky zbaveny jakychkoliv identifika¢nich udajt a nebu tedy
mozZné nalést spojitost mezi uvedenymi vysledky a Vasi osobou.Potvrzuji timto, Ze
jsem piecetl/la a pochopil/la informace pro pacienta tykajici se uvedeného
vySetieni a Ze jsem mél/a piileZitost vznést své dotazy. Svym podpisem stvrzuji, Ze

s vySetfenim souhlasim.
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5.2. POUZITE ROZTOKY A CHEMIKALIE

5.2.1. Roztoky pouzivané ve vétSiné testu

TK voda (TK H;0) - deionizovana voda pro tkatiové kutury, UMG AV Praha
Fosfat - fyziologicky roztok (PBS): 45g NaCl, 6g Na, HPO4.12H,0 a 0,5g
NaH,PO4.H,0 rozpustit v 51 destilované vody, pH roztoku= 7,2 - 7,4

Fosfat - fyziologicky roztok s Tweenem (PBS+Tween ): do 0,51 PBS ptidat
0,5ml Tweenu (Tween 20, Serva)

Hanksiiv pufr bez hoFenatych a vipenatych ionta (HBSS) -UMG CUV Praha,
pH=72-74

X — Vivo médium (Bio Whittaket ™)

Kultiva¢ni X — Vivo médium — do 100ml X-Vivo 10 média ptidat 1ml roztoku 1-
glutaminu (Sevac, 25mg/ml)

Ficoll - Paque (Amersham Biosciences) pouziva se nefedény o hustoté 1,077g/ml

Tiirkav roztok- pouziva se fedény 1:5 s vodou
5.2.2. Stimulace bunék - aktivatory lymfocyti k produkci cytokinii

1) Polyklondlni aktivatory

pokeweed mitogen -PWM (Sigma), polyklonalni aktivator, slouZi jako pozitivni
kontrola, fedén v X-vivo médiu na koncentraci 20pg/ml

Concanavalin A - ConA (Sigma), polyklonalni aktivétor, fedén v X-vivo médiu
na koncentraci 100pug/ml

2) Bakterialni antigeny

Actinobacillus actinomycetemcomitans (CCM 6053 — A.a.) — byl izolovan ze
subgingivalni lokality u pacientd s parodontitidou, suspenze bakterii o koncentraci
10° bundk/ml byla inaktivovéna inkubaci 20min pH 120°C. Vzorek byl
centrifugovan 10min p#i 600g. Sediment byl nafedén v PBS a centrifugovan 10min
pfi 600g. a nasledné 3krat promyt. Po promyti byl sediment nafedén X-vivo
médiem tak, aby opticka denzita odpovidala koncentraci 10° bungk / ml.

Porphyromonas gingivalis (P.g.) — bakterie byly piipraveny obdobné¢ jako

Actinobacillus actinomycetemconitans
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Escherichia coli (E.coli) — standardni kmen O86 byl poskytnut prof. MUDr. H.
Tlaskalovou, DrSc. MBU CAV, Praha. Kultura bakterii byla teplotné inaktivovana
a nafedénd v X-vivo médiu na koncentraci 10° bungk/ml.

Tannerella forsythensis (1.f.) — standardni kmen ze sbirky ATCC (identifika¢ni
&islo 43037). Kulturu fedime na koncentraci 10° bun&k/ml.

3) Proteiny tepelného $oku (HSP)

HSP 60 (Stress Gen)

5.2.3. Chemikalie a reagencie pouzité v metodé LUMINEX

Promyvaci roztok (wash buffer) - ptfipraven z 20 ml promyvaciho roztoku a 480
ml destil.vody

Kalibraéni roztok RDSK (calibrator diluent) — pfipraven z 20 ml koncentratu
kalibra¢niho roztoku a 20 ml destil. vody

Standarda — rekonstituovali jsme Standard Coctail 1 a 2 v Calibrator

diluentu RDSK (1krat) dle pfiloZzenych karet (viz.Tab.¢.4), poté za obcasného

promichani nechatli 15 minut stat.

Tab. & 3: Flurokine® MAP Standard Values
Part # 895546
Lot # 2382223

Reconstitution Volume: 1.0 ml

Analyt Conc.(pg/mL) Analyt Conc.(pg/mL)
IL-1a 2,400 IL-8 3,600
IL-5 1,300 IL-10 3,800
INF y 1,900 TNF-a 2,800
IL-18 1,600 IL-6 3, 500
IL-4 2,400
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Piiprava standardu pro kalibraéni kFivku: pfipravili jsem si 8
polypropylenovych zkumavek, oznaenych SO- S7, SO nulovy standard (blank),
S1 (nejvyssi standard). Do S1 jsme napipetovali 300 pl Calibrator Diluentu a do
ostatnich (S2 — S7) po 200 pl, poté jsme pipetovali do S1 100 pl zkazdého
Standard coctailu a nasledné jsme pfenaSeli vZdy 100 pl ze zkumavky S1 az do
S7. Pted kazdym pienesenim jsme kaZzdou zkumavku fadn€ promichali.

Mikropartikule (Microparticle Concentrate) — pfipravé mikropartikuli jesté pied
odstranénim vi¢ka predchazela centifugace 30 sekund pti 1000krat g, nasledné
jsme jemné Microparticle Concentrate zvortexovali a nafedili mikropartikule

v mixa¢ni lahvi¢ce dle poctu vzorku (viz.Tab.¢.4)

Tab. ¢&. 4: Priprava mikropartikuli

Pocet jamek Microparticle Microparticle
concentrate diluent
96 50 uL 5,0 mL
72 37,5 uL 3,75mL
48 25 uL 2,5 mL
24 12,5 pL 1,25 mL

Biotin — Antibody Coctail — pfed odstranénim vicka jsme kazdy Biotin Antibody
centrifugovali 30 sekund pfi 1000krat g, nasledné jsme je jemn€ zvortexovali a
piidali 50 pl kazdé Biotin antibody do Biotin Antibody diluentu a jemné
promichali.

Streptavidin — PE (streptavidin-phycoerythrin)- pfed odstranénim vi¢ka jsme
Streptavidin-PE centrifugovali 30 sekund pfi 1000krat g, nasledn€ jsme jej jemné
zvortexovali a nafedili (100krat Streptavidin-PE na 1krat koncentrovany pfidanim
55 ul streptavidinu —PE do 5,5 ml promyvaciho roztoku). Roztok Streptavidinu- PE

musi byt po celou dobu chranén pied svétlem.
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5.2.4. Chemikalie a roztoky pouzivané pii izolaci DNA a nasledné amplifikaci

Izolace DNA:
0,5 ml EDTA (pH 0,8) — etylendiamintetraoctova kyselina

3 ml FASANA roztoku ( roztok s SM — NaCl, 0,5M — EDTA, 1M - TRIS, 10%
sodium dodecylsulfat)

20 pl proteinkinazy K (Sigma)

1,4 ml 5SM — NaCl (Chemapol)

1,4 ml chloroformu (Chemapol)

4 ml isopropanolu (Chemapol)

70% ethanolu

250 pl TE pufru (10 mM TRIS — HC1 pH = 8, 1 mM EDTA)

Amplifikace DNA - (PCR):
200 pmol/1 ANTP

1,5 mmol/l MgCl, (Chemapol)
10 mmol/l Tris base ( pH 8,4)
50 mmol/l KCI (Chemapol)
0,15 U Taq polymerazy

Elektorforésa:

2 % agarosovy gel — gel se pfipravuje rozvatenim praskové agardsy

v elektroforetickém pufru, 2% agarosa (Agarose Serva) v 1x TAE pufru (0,04 M
Tris — kyselina octova, 0,001 M EDTA)

Zasobni elektroforeticky pufr : 10x TAE (0,4 M Tris — kyselina octova, 0,01 M
EDTA)

Etidium bromid (EtBr) — pro vizualizaci elektoforetického gelu, vyuziva se

vlastnosti fluorescenéni molekuly EtBr interkalovat do vldkna nukleovych kyselin
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5.3. METODY

1. Separace mononuklearnich buné€k z periferni krve pomoci Ficoll —

Paque gradientu
2. Stimulace lymfocytii k produkci cytokini

3. Stanoveni tvorby cytokinti IL-1B, IL-1a, IL-4, IL-5, IL-10, IL-6, IL-
8, TNF-a, IFN-y metodou multiplexové analyzy LUMINEX
pouZzitim standartnich kit R&D Systems, Flurokine® MAP, Human
MultiAnalyte Profiling Human Base Kit A

4. Genetika vySetfeni polymorfismu genti pro cytokiny pouzitim
metody PCR

1. Separace mononuklearnich bunék z periferni krve pomoci Ficoll - Paque

gradientu

Mononukleérni buriky byly izolovany z periferni krve metodou izolace na
gradientu roztoku Ficoll-Paque popsané BOYUMEM (1968) a TLASKALOVOU

et al. (1985). Prace probiha za sterilnich podminek ve sterilnim boxu.

1. K imunologickému vysetieni bylo pacientiim odebrano 30 ml periferni srazlivé
krve do 3 zkumavek Vaccuette s heparinem.
2. Periferni krev nafedime v pométu 1:1 médium X-vivo a opatmé ji
prevrstvime na 3ml roztoku Ficoll-Paque v 15ml zkumavkach.
3. Nasleduje centrifugace 30 min. pfi 600g. Pfi centrifugaci dochazi
k rozvrstveni krve na zaklad¢ hustotniho gradientu (Obr. €.7)
A) Vrstva A obsahuje krevni plazmu, kterou odsajeme. Z plazmou jiz dale

nepracujeme.
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B) Vrstvu B tvoti mlé¢né bily prstenec mononuklearnich bunék, tuto vrstvu
pe€livé odsajeme a pteneseme do sterilnich umélohmotnych zkumavek o objemu

50 ml.

C) Vrstvu C tvoii Ficoll-Paque.

D) Vrstva D obdsahuje sedimentované polymorfonuklearni buriky a
erytrocyty.

Obr.¢. 6: Izolace mononukleirnich bunék pomoci gradientové centrifugace

- A- plazma
/B- prstenec s mononuklearnimi
burikami
- C- Ficoll-Paque

D- erytrocyty a PMN buriky

Zpracovani bunék po separaci:

4. K mononuklearnim buiikdm (v 50 ml umélohmotnych zkumavkéach) jsme
pfidali X- Vivo médium a nasledn¢ centrifugovali 10 min pfi 400g.

5. Supernatant jsme slili, peletu s buitkkami na dn¢ zkumavky jsme rozklepali,
doplnili X- Vivo médiem do 50 ml a opét centrifugovali 10 min. pfi 200g.

6. Na pocitani bun€k jsme odpipetovali S0ul ze suspenze bun€k a pievedli do
mikrozkumavky (eppendorfky) s 950 ul Tiirkova roztoku a fadné¢ promychali.

7. Koncentraci lymfocytd jsme stanovili spo¢itanim v Biirgerové komtirce. Po¢itali
jsem v 50 ¢tvercich pomoci pravidla L.

8. Butiky jsme nafedili na koncentraci 10’ bunék/ml kultivaénim X — Vivo

médiem.
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2. Stimulace lymfocyti k tvorbé cytokini

Mononuklearni buiiky separované z periferni krve (107 bungk/ml) byly

stimulovany s mitogeny a bakteriemi pii 37°C a 5% CO, v atmosféfe.

Dané aktivitory jsme pouzili z téchto divodii:

PWM - pokeweed mitogen, latka izolovana z Phytolacca americana, polyklonalné

aktivuje T a B lymfocyty

Con A — concavalin A, latka izolovana z Canavalia ensiformis,mitogen aktivujici T

lymfocyty
Pfi souCasném pouziti PWM + ConA dochédzi k poklesu polyklonalni tvorby

imunoglobulinii (BARTOVA et al.1998) nejspi§ vlivem aktivace regulaénich T-
lymfocyti

Actionobacillus actinomycetemcomitans — gramnegativni bakterie, suspektni

patogen juvenilni parodontitidy. Nachazi se v subgingivalnim plaku pacientt.
Imunitni reakci ovliviiuji zejména lipopolysacharidy (LPS) obsaZené v bunééné
sténé bakterii, které polyklonalné aktivuji B-lymfocyty

E.coli — v ptedchozich studii bylo zjisténo, Ze buriky pacientii s onemocnénim
parodontu reaguji zvySenou tvorbou na stimulaci v porovnani s butikami zdravych
osob (BARTOVA et al. 1989). Jednim z moZnych vysvétleni této aktivace je
vysoké homogenita HSP E.coli s HSP Acitonobacillus actinomycetemcomitans.

Porphyromonas _gingivalis — gramnegativni anaerobni bakterie, objevena u

chronické parodontitidy, identifikovdna jako jeden z hlavnich parodontilnich
patogenti (KATZ et al. 1999).

Tannerella forsythensis — gramnegativni anaerobni bakterie, jeden z patogeni

identifikovanych v parodontalnim chobotu.

1. Do sterilnich umélohmotnych zkumavek o objemu 10 ml postupné
pipetujeme:
A) 100 pl suspenze bunék
B) 100 pl nafed€nych mitogeni (PWM, ConA, PWM + ConA), 100
ml suspenze bakterii (E.coli, Acitonobacillus actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythensis) a Sokové proteiny HSP 60 a

nasledné doplnime kultivaénim X-Vivo médiem. V nestimulované kontrole ke
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100 pl suspenze bun€k ptidame pouze 900 pl kultivaéniho media X-Vivo. Schéma
nasazeni je uvedeno v tabulce €.5.
2. Buriky kultivujeme pii 37° C a 5% CO, atmosféfe. Po uplynuti doby
stanovené ke stimulaci (3,6 dnt) buriky centrifugujeme 7 min. pfi 270g a
supernatant uchovame pfi — 20° C ke stanoveni cytokini metodou LUMINEX.

Tab. &.5: Schéma in vitro stimulace mononukledrnich bunék

Buiiky (107 Kultivaéni X-Vivo
b/ml) Stimulace médium
PWM 100 pl 100ul PWM (konc.20 ug/ml) 800 ul
ConA 100 pl 100u1 ConA (konc.100 pg/ml) 800 pl
100u1 PWM (konc.20 ug/ml)+
PWM+ConA 100 ul 100ul ConA (konc.100 pg/ml) 700 ul
E.coli 100 pl 100p1 E.coli (konc.10%./ml) 800 ul
A.a. 100 pl 100ul A.a. (konc.10%b./ml) 800 pl
P.g. 100 pl 100u1 P.g. (konc.10°b./ml) 800 ul
T.f. 100 ul 100ul Tf. (konc.10%./ml) 800 pul
nestim. 100 ul 900 ul
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3. Stanoveni tvorby cytokinu IL-18, IL-1a, IL-4, IL-5, IL-10, IL-6, IL-8, TNF-
a, IFN-y metodou multiplexové analyzy LUMINEX pouzitim standartnich
kiti Human MultiAnalyte Profiling Human Base Kit A (R&D Systems
Flurokine®MAP)

Metoda LUMINEX

Multiplexové analyza MAP™ piedstavuje jednu z nejnovéjsich
imunoanalytickych metod. PouZiva se k rychlému a pfesnému stanoveni
koncentrace velkého po¢tu cytokinti (max. 96 vzork() v malém mnozZstvi vzorku
tekutiny (50 pl) - supernatantu, plazmé nebo séru.

Vna$i studii byla sledovana koncentrace cytokinii v supernatantech
ziskanych po 3, 6 denni kultivaci mononuklearnich bunék s PWM, PWM +ConA,
ConA, bakteriemi E.coli, Acitonobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythensis, Sokovym proteinem HSP60 a v nestimulované
kultufe u 15 pacientd. Mé&fili jsme vzdy 2 koncentrace katdého vzorku 150pl a
50ul

Byla pouzita souprava Flurokine® MAP, Human MultiAnalyte Profiling
Human Base Kit A (R&D Systems Flurokine®MAP), pomoci které byly
detekovany koncentrace cytokinu: IL-1a, IL-1bp, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10,
IFN-y, TNF-a.. Prace byla provadéna v HLA laboratoti IKEM, Praha.

Princip metody:

Metoda vyuZziva principu prutokové cytometrie (Obr.¢.7). Je zaloZena na
kvantitativni multiplexové analyze pomoci znaenych mikropartikuli. Kazda
mikropartikule je barevné oznaCena pouzitim specifickych pomérd 2
fluorescenénich barev. Na kazdé mikropartikuli je navazana primarni specifickéd
protilatka proti danému cytokinu. Po pfidani supernatanti k mikropartikulim,
nasleduje inkubace, promyti a piidani biotinylované sekundarni specifické
protilatky vu¢i cytokinu. Opét inkubujeme, promyjeme, pfiddme konjugat
obsahujici streptavidin-PE inkubajeme a analyzujeme na pfistoji LUMINEX
analyser za pomoci 2 lasert. Jeden laser je specificky pro mikropartikule a uruje,
ktery analyt bude detekovan. Druhy laser udava rozsah sekundéarniho
phycoerythrinového signalu, ktery je v pfimém poméru k mnozstvi analytu.
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Obr.¢.7: Grafické znazornéni principu metody LUMINEX pro cytokiny IL-1B,

IL-6, IL-8 (pFevzato z materiali dodanych firmou Biomedica)

Fluorokine MAP Multiplex Kits

IL-1B, IL-6, and IL-10 from the Fluorokine MAP Human Panel A are used as examples.
The assay is not limited to 3 analytes.

IL-1 specific ‘@ Streptavidin-
microparticle rPE conjugated
phycoerythrin
IL-10 specific
microparticle
IL-6 specific -
microparticle
STEP 1. Add the diluted microparticle mixture STEP 4. Add the diluted Streptavidin-PE to all
to each well of a filter-bottom microplate. wells. Incubate on shaker for 30 minutes at
room temperature. Wash microplate weils,
removing liquid with a vacuum manifold.
A 1Lap One laser is
bead-specific and
® Lo determines which
analyte is being
. detected. A second
L6 laser is PE-specific
and determines
how much analyte
is bound.
STEP 2. Add the Standard Cocktail or sample STEP 5. Resuspend microparticles and load
to wells. Incubate on a shaker for 2-3 hours plate on the Luminex 100 for analysis.
(depending on the kit) at room temperature.
Wash microplate wells, removing liquid with a
vacuum manifold.
1IL-1B specific .
@< biotinylated 5 10000
detection antibody z
1L-10 specific %
biotinylated =)
detection antibody § 1000 b
Y
IL-6 specific ¢
biotinylated S
detection antibody E 100
>
]
[
-4
STEP 3. Add the diluted biotinylated 10
detection antibody mixture to each well. 10 1c0 1000 10000
incubate on shaker for 1 hour at room Concentration (pg/mL}

temperature. Wash microplate wells,

removing liquid with a vacuum manifold. STEP 6. Recover data. Typical standard curves

for IL-1B,1L-10, and IL-6 run simultaneously.




Postup:

Postup byl provadén dle navodu v souprave.

1) Prvnim krokem je pfiprava viech reagencii, standardt a vzorki

2) Dale navlhéime membranu desti¢ky promyvacim roztokem (100 pl do kazdé
jamky) a nasledn¢ odsajeme vakuovou pumpou

3) Resuspendujeme nafedéné mikropartikule (zvortexovanim, pievracenim)

4) Ptidame 50 pl mikropartikuli do kazdé jamky

5) Béhem 15 min napipetujeme 50 pl standardu a vzorky

6) Prekryjeme desti¢kou folii a inkubujeme pfi laboratorni teplot¢ 3 hodiny na
horizontalnim orbitalnim shakeru pti 500 rpm

7) Po inkubaci odsijeme tekutinu za pomoci vakuové pumpy, promyjeme
desticku 3krat 100 pl promyvaciho roztoku/jamku.

8) Do kazdé jamky ptidame 50 pl ptipraveného biotin - antibody coctailu,
ptekryjeme desti¢ku folii a nasledné ikubujeme 1 hodinu na shakeru.

9) Opét promyjeme, 3krat 100 ul promyvaciho roztoku/jamku.

10) Do kaZzdé jamky ptidame 50 pl pfipraveného streptavidinu —PE, pfekryjeme
folii a inkubujeme 30 min na shakeru.

11) Promyjeme, 3krat 100 ul promyvaciho roztoku/jamku.

12) Na zavér resuspendujeme mikropartikule ve 100 pl promyvaciho roztoku,
nechame inkubovat 2 min.na shakeru a do 90 min analyzujeme pfistrojem
LUMINEX® 100TM analyzer.
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Vlastni méreni na pristroji LUMINEX® 100TM analyzeru

Samotnému méfeni pfedchazi vzdy promyti pfistroje, zahfati laseru (30
min) a vytvofeni protokolu — naprogramovani programu Luminex 100 IS

Software.

Obr.£.8: LUMINEX® 100TM analyzer

Nami vytvoteny protokol musi obsahovat informace o standardu, po¢tu cytokint, které
budeme méfit a v jakych oblastech se dané cytokiny nachézi a v jaké jsou koncentraci
(Tab.£.6). Desti¢ku vlozime do pfistroje.

Tab.¢.6: Protokol

standarda koncentrace
IFN- TNF-
IL-1 IL-5 | gama | IL-1 iL4 IL-6 IL-8 | IL-10 | alfa
S0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
§7 3,3 1,8 2,6 2,2 3,3 48 4.9 3,6 3,8
S6 9,9 54 7.8 6,6 9,9 144 | 148 | 10,7 11,5
S5 29,7 16 23,5 19,8 | 29,7 43 44 32 35
S4 89 48 70 59 89 130 133 96 104
83 267 144 211 178 267 389 400 289 311
S2 800 433 633 533 800 1167 | 1200 | 867 933
S$1 1600 | 2400
microparticle
region

Meéteni kazdé jamky trva max 94 sekund, za tuto dobu dochazi k vychytavani
znacenych mikropartikuli s navazanymi cytokiny a jejich analyze.

Po ukonéeni kazdého méfeni piistroj promyjeme.
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4. Geneticka vysetieni polymorfismu geni pro cytokiny

Tato &ast prace byla provedena v Bmé v Ustavu patofyziologie MU pod
vedenim prof. MUDr. Lydie Izakovi€ové-Hollé, Phd. V na$i praci jsme jiz
pracovali s detekovanymi polymorfismy.

Izolace DNA a amplifikace DNA pomoci PCR - RFLP

Genomicka DNA byla izolovéana z periferni Zilni krve standartni technikou
pomoci proteinkinazy K (SAMBROOK et al. 1989)

1. Ke genetickému vysetieni bylo pacientiim odebrano 5 ml periferni Zilni krve.

2. Krev byla ihned po odbéru smichana s 300 ul 0,5 ml EDTA (pH 0,8, slouZi jako
antikoagula¢ni ¢inidlo).

3. Nasledovala centrifugace 10 min. pii 3000 ota¢kach za minutu a lyze erytrocytt
4. Lyza erytrocyti — k erytrocytim pifidame destilovanou vodu do celkového
objemu 20 ml, zamrazime na teplotu -20 minimalné po dobu 48 hod.

5. Po rozmraZeni (ve vlaZzné vodg, pfiblizn€ za 20 min.) centifugujeme 2x 10 min.
pii 5000 otatkach za minutu pti 4°C. Mezi jednotlivymi centrifugacemi peletu na
dné zkumavky promyjeme 20 ml fyziologického roztoku.

6. K promyté pelet¢ ptfidame 0,5 ml chladného fyziologického roztoku, 3 ml
FASANA roztoku (roztok s SM- NaCl, 0,5M-EDTA, 1M — TRIS, 10% sodium
dodecylsulfatem) a 20 ul proteinkinazy K.

7. Diikkladné promichdme a inkubujeme do pfistiho dne pfi 37°C.

8. Nasledyjici den k lyzatu pifiddme 1,4 ml 5SM — NaCl a 1,4 ml chloroformu a
centrifugujeme 15 min. p#i 8000 otackach za minutu pii 4°C.

9. Volnou fazi obsahujici DNA pifeneseme do ¢isté zkumavky.

11. VysraZend vldkna DNA namotame na vyZihany sklenény hacek, oplachneme
70% ethanolem a osu$ime 10 min. na vzduchu.

12. Nésledné¢ DNA tadné rozpustime b&hem 24 hod. pii pokojové teploté za
obc¢asného michéani ve 250 pl TE — pufru.

Al

13. Pro nasledné pouziti DNA uchovaldme v -20°C (dlouhodobeé az pii -70°C).
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14. Genotypy polymorfismi vybranych gend byly detekovdny pomoci
polymerazové fetézové reakce - PCR na kterou navazovala restrikéni
analyza.Restrikéni analyza od sebe umozni rozlisit jednotlivé alely, které se 1isi
v disledku mistné specifického §tépeni dané varianty délkou a lze je nasledné
prokazat na horizontalni elektroforéze.

15. Pro na8i praci byly detekovany genotypy polymorfismi v genech pro IL-1a
(C/T v pozici —889), IL-18 (C/T v pozici + 3953), IL-4 (C/T v pozici —589, C/T
v pozici

—33, intron 3 1-254, 2-184), IL-6 (G/C v pozici —174, G/A v pozici — 597, G/C
v pozici —572) a TNF — a.(G/A v pozici —308).
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6. VYSLEDKY

6.1.ZAVEDENI METODY LUMINEX

Seznameni se s metodou LUMINEX a jeji zavedeni bylo jednim z cild
diplomové prace. Metoda LUMINEX nam umoziuje kvantitativni multiplexovou
analyzu cytokinli pomoci zna¢enych mikropartikuli.

LUMINEX nam pfina§i zna¢né urychleni naS$i prace. Mé&feni probiha
v pribéhu 1 dne a za tuto dobu miZeme analyzovat nejméné 96 vzorki. Velkym
pfinosem je i velmi malé mnozZstvi vzorku nutné k analyze — 50 pl a snadna
reprodukovatelnost naméfenych vysledki. Vysledky jsou udavany v pg/ml.

Metodicka tskali ndm miZe zpisobit nedostate¢né odsati desticky, nepecliva
prace s mikropartikulemi, nastaveni piistroje LUMINEX® 100TM analyzer,
nastaveni jehly, ktera nasava vzorky. V neposledni fadé musime také dbat na to, aby
nedochézelo k pfehfati pristroje. Nevyhodu muze byt i finanéni ndkladnost metody.

I pfes vSechna nami popsana metodicka uskali je pouzZiti metody LUMINEX

velmi vyhodné a ma budoucnost v klinické praxi.

6.2. PRODUKCE CYTOKINU MONONUKLEARNIMI BUNKAMI PO
STIMULACI MITOGENY A BAKTERIEMI MERENA METODOU
MULTIPLEXOVE ANALYZY - METODOU LUMINEX.

Ve své diplomové praci jsem sledovala produkci cytokint IL-1a, IL-1p, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IFN — vy, TNF - a po stimulaci mononuklearnich bun¢k
(izolovanych z periferni krve pacientd) mitogeny PWM, PWM + ConA,
bakteriemi E.coli, Acitonobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas

gingivalis, Tannerella forsythensis a Sokovym proteinem HSP 60.

Z periferni krve 15 pacientli jsme izolovali mononukleéarni buniky (kap.5.3.1).
Buriky jsme kultivovali s mitogeny a bakteriemi 3 a 6 dni. (kap.5.3.2.) a nasledné
za pomoci multiplexové analyzy - metody LUMINEX méfili koncentraci danych

cytokinti.
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6.2.1. Vysledky analytického zpracovani dat méreni

Luminex kvantifikuje integralni intenzitu fluorescence ve vzorku. Samotn4 analyza
a zpracovani dat bylo provedeno za pomoci programu Luminex 100 IS Software.

Na obrazku ¢.9 miZzeme vidét grafické znazornéni v pribé¢hu samotného méteni.

Soubor obrazki ¢.10 znazorfiuje samotné vysledky po analyze v programu
Luminex 100 IS Software pro IL-1a, IL-1bp, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y,
TNF-a. jsou znazornény pouze kalibra¢ni k¥ivky a ¢ast vzoreckd.

Tvorba cytokini po stimulaci byla porovnavana s nestimulovanou reakci a
hodnocena stimula¢nim indexem (SI). SI = stimulovana kultura/nestimulovana
kultura

Celkovy ptehled viech naméfenych hodnot a stimulaénich indext je souhrn¢
a prehledné uveden v pfiloze €. 1. na konci prace (Ptiloha ¢.1: Vysledky méfeni

z ptistroje LUMINEX + stimulaéni indexy — 15 pacienti, odbéry z 18.5.2006).

Obr.9: Grafické znazornéni méreni v programu LUMINEX 100 IS Software
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Obr.¢.10: Grafické znazornéni vysledki méfeni v programu LUMINEX 100 IS
Software pro IL-1a, IL-1bg, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a

IL-1a
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Bath Name: 8.8.2007, 11:08
Test Name: IL- 1alfa
Formula: y=9,13E+00+[8,15E+04/[{x/2,8 1E+02}-1,00E+00]]
Curve Data:
Coeff1=9,134113559605885
Coeff2=81450,4652680567
Coeff3=28082,4422555359
Coeff4=-1,00060384395037
Standards:
Loc Standard Expected Conc MFI Test Result Unit
At SO 0,00 9,00 ERROR
B1 S7 3,30 18,50 3,25 pg/ml
C1 S6 9,90 44,00 12,08 pg/ml
D1 S5 29,70 89,00 27,68 pg/ml
E1 S4 89,00 233,50 77,85 pg/mi
F1 S3 267,00 917,00 317,40 _pa/ml
G1 S2 800,00 2275,50 805,49 pg/ml
H1 S1 2400,00 6342,00 2371,06 pg/mi
Samples:
Loc Sample ID MFi Test Result cVv Unit

A2 5 PWM 481,50 264,32 22,72 _pg/ml
B2 5 HSP 134,00 43,63 6,03 pg/ml
C2 5 E.Coli 3088,50 1105,58 152,91 _pg/ml
D2 5 A.a. 184,50 60,82 8,41 pg/mi
E2 5Tf. 213,00 70,72 9,78 pg/ml
F2 5P.g. 99,00 31,15 4,30 _pg/ml
G2 5 nestim. 30,00 7,23 pg/mi
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Obr.€.10: Grafické znazornéni vysledki méFeni v programu LUMINEX 100

IS Software pro IL-1a, IL-1bg, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a

IL-5
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Bath Name: 3.12.2007 14:03

Test Name: IL-5

Formula: y=1,01E+00+[1,97E+04/[1+{x/1,47E+03}-6,83E-01]]1,94E+00}
Curve Data:
Coeff1=1,0110669664719894
Coeff2=19719,361753129
Coeff3=1471,34372508489
Coeff4=-0,93938473903441
Coeff5=1,93938473903441
Standards:

Loc Standard Expected Conc MFi Test Result Unit
A1 S0 0,00 1,00 ERROR
B1 s7 1,80 4,00 1,96 pg/mi
C1 S6 5,40 11,00 4,96 pg/ml
D1 S5 16,00 46,00 15,94 pg/mi
E1 S4 48,00 236,00 60,87 pg/mi
F1 S3 144,00 543,00 125,5 pg/ml
G1 S2 433,00 2141,00 482,37 pg/ml
H1 S1 1300,00 4657,00 1271,46 pg/ml
Samples:

Loc Sample ID MFI| Test Result cv Unit
A2 7 PWM 1468,00 323,02 pg/ml
B2 7 P+C 715,00 161,03 pg/ml
Cc2 7C 254,00 64,77 pg/mi
D2 7 HSP 3,00 1,44 pg/ml
E2 7 E.Coli 1,60 0,50 pg/mi
F2 7 Aa. 2,00 0,85 pg/ml
G2 771 2,00 0,85 pg/ml
H2 7P.g. 2,00 0,85 pg/ml
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Obr.¢.10: Grafické znazornéni vysledkii méreni v programu LUMINEX 100
IS Software pro IL—-1a, IL-1bg, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a
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Bath Name: 8.8.2007, 11:08
Formula: y=4,03E+00+[4,97E+04/[1+{x/5,91E+04}-8,19E-01]]
Curve Data:
Coeff1=4,02663550053367
Coeff2=49668,3050959147
Coeff3=59073,7208481821
Coeff4=-0,818668845119543
Standards:

Loc Standard | Expected Conc MFI Test Result Unit
A1 S0 0,00 4,00 ERROR
B1 S7 4,80 28,00 5,26 pg/ml
C1 S6 14,40 60,00 14,82 pg/ml
D1 S5 43,00 123,00 37,39 pg/ml
E1 S4 130,00 335,50 131,05 pg/ml
F1 S3 389,00 834,00 407,12 pg/ml
G1 S2 1167,00 2013,00 1234,88 pg/ml
H1 S1 3500,00 4384,00 240541| pg/m|
Samples:

Loc Sample ID MFI Test Result cv Unit
A2 5 PWM 4912,00 >3500 198,86 pg/ml
B2 5 HSP 1414,50 789,54 31,96| pg/mi
C2 5 E.Coli 6786,00 >3500 274,73 pg/ml
D2 5A.a. 4700,00 >3500 190,28 pg/mi
E2 5Tf. 3272,50 2312,18 9361 pg/ml
F2 5P.g. 26,50 4,86 0,19 pg/mi
G2 5 nestim. 89,00 24,70 pg/ml
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Obr.¢.10: Grafické znazornéni vysledki méfeni v programu LUMINEX 100 IS
Software pro IL-1a, IL-1bg, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a
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LogistisSp: y=xtbA 1 Hix/cYdYE, Waight Type: /T2

e

sgoo ;

=

7000

6000

“ om0

LERRESIASY REARANAARE LARREERER]

3000 2

pd

“

LA S RAALE RAARI

1000 )‘

-{lll 1

§ A4 it 3 L1 11 L1 | L 1 & 31 111

$00 750 1000

pgav

1250 1500 1790

Bath Name: 16.11.2007, 13:58
Test Name: INF- gama

Formula: y=1,21E+01+[9,81E+03/[{x/9,1,26E+02}-2,83E+00]]3,92E-O1}
Curve Data:

Coeff1=11,1628638298722

Coeff2=9812,13107755271

Coeff3=-2,82597092668259

Coeff4=0,39198940061085

Standards:

Loc Standard  Expected Conc MF| Test Result Unit
A1 SO 0,86 13,00 0,54 pg/ml
B1 S7 2,60 27,00 3,80 pg/ml
C1 S6 7,81 49,00 8,33 pg/mi
D1 S5 23,45 113,00 20,36 pg/ml
E1 S4 70,37 173,00 pg/ml
F1 S3 211,11 1489,00 228,45| pg/ml
G1 S2 633,30 4325,00 627,61 pg/ml
H1 S1 1900,00 8840,00 1906,02 pg/ml
Samples:

Loc Sample ID MFI Test Result CV Unit
A2 1 PWM 14439,00 >1900 854,37 pg/mi
B2 1P+C 13442,00 >1900 795,38 pg/ml
C2 1C 2948,50 431,64 25,48 pg/mi
D2 1 HSP 444,00 75,19 4,44 pg/ml
E2 1 E.Coli 2020,00 . 302,42 17,89 pg/mi
F2 1Aa. 7658,00 1311,60 77,60 pg/mi
G2 1T.f 1183,00 185,05 10,94 pg/ml
H2 1P.g. 155,00 27,81 1,64 pg/mi
A3 1 nestim. 94,00 16,90 pg/ml
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Obr.£.10: Grafické znazornéni vysledki méreni v programu LUMINEX 100 IS

Software pro IL-1a, IL-1bp, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a
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Bath Name: 13.6.2007, 12:57
Test Name: IL - 10
Formula: y=1,41E+01+[1,11E+03/[{x/9,03E+02}-1,82E+00]]
Curve Data:
Coeff1=14,1211281878473
Coeff2=1111,95514237544
Coeff3=902,642294756532
Coeff4=1,82240442433555
Standards:
Loc Standard Expected Conc MFI Test Result Unit
Al SO 0 11,00 ERROR
B1 S6 10,7 21,00 55,6 pg/ml
C1 S5 32 35,00 102,97 pg/ml
D1 S4 96 29,00 85,25 pg/ml
E1 S3 289 141,00 293,17 pg/ml
F1 S2 867 573,50 908,75 pg/ml
G1 S1 2600 963,50 2377,35 pg/ml
Samples:
Loc Sample ID MFI Test Result CcVv Unit
H1 blank 8,00 <0 pg/mi
A2 2 PWM 609,50 975,81 139,40 pg/ml
B2 2P+C 83,00 203,19 29,02 pg/mi
C2 2Aa. 13,00 . ERROR 1,85 pg/ml
D2 2Tf 10,00 <0 1,42 pg/mi
E2 2Pg. 7,00 <0 1,00 pg/ml
F2 2 nestim. 7,00 <0 pa/ml
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Obr.¢.10: Grafické znazornéni vysledkii méfeni v programu LUMINEX 100 IS
Software pro IL-1a, IL-18, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a

TNF-a
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Bath Name: 16.11.2007, 13:58
Test Name: TNF -alfa

Formula: y=1,21E+01+[9,81E+03/[{x/9,1,26E+02}-2,83E+00]]3,92E-O1}
Curve Data:
Coeff1=14,1628638298722
Coeff2=2812,13107755271
Coeff3= 842597092668259
Coeff4=-0,39198940061085
Standards.

Loc Standard Expected Conc MFI Test Result Unit
A1 SO 0 13,00 0,54 pg/ml
B1 s7 3,8 27,00 3,80 pg/ml
C1 $6 7,81 49,00 8,33 pg/mi
D1 S5 23,45 113,00 20,36 pg/ml
E1 S4 70,37 173,00 pg/mi
F1 S3 211,11 1489,00 228,45 pg/ml
G1 S2 633,30 4325,00 627,61 pg/ml
H1 S1 2800 6840,00 2706,02 pg/mi
Samples:

Loc Sample ID MFI_~ Test Result cv Unit
A2 1 PWM 11401,00 >2800 854,37 pg/ml
B2 1P+C 580,00 149,63 795,38|  pg/ml
C2 1C 2925,50 937,78 25,48 pg/ml
D2 1 HSP 1684,00 ‘493,13 4,44 pg/ml
E2 1 E.Coli 1514,00 436,80 17,89 pg/ml
F2 1Aa. 19,00 0,82 77,60 _pg/ml
G2 171 1183,00 3,86 10,94 pg/ml
H2 1P.g. 155,00 >2800 1,64 pg/mi
A3 1 nestim. 94,00 16,90 pg/mi
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Obr.¢.10: Grafické znazornéni vysledki méfeni v programu LUMINEX 100 IS

Software pro IL-1a, IL-18, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a

IL-8
Logistictp: ymatfo 1 Hxlcy"d), Waight Type: 1,¥Y"2

C ik
6000 ]

: L~
soo0
oo ‘ //

N

i 3000 :

2000 - /

C //
1oo0 '

ulKll L4 1L L [ | 1.1 1 1 L1111 | S} $ L 11 L1
a eog 1000 1500 2000 2500 3000 3s0n
pomm

Bath Name: 8.8.2007, 11:08
Test Name: IL- 8
Formula: y=5,67E+01+[5,08E+04/[{x/4,72E+04}-7,58 E+00]]
Curve Data:
Coeff1=56,6982014881599
Coeff2=50805,6181078956
Coeff3=47208,6885045035
Coeff4=-0,758142411311126
Standards:

Loc Standard Expected Conc MF!{ Test Result Unit
A1l S0 0,00 57,00 0,01 pg/ml
B1 S7 4,90 101,00 4,36 pg/ml
C1 S6 14,80 183,00 17,38 pg/ml
D1 S5 44 00 302,00 41,85 pg/ml
E1 S4 133,00 632,00 129,93 pg/ml
F1 S3 400,00 1405,00 407,85 pg/ml
G1 S2 1200,00 3017,00 1202,24 pg/ml
H1 S1 3600,00 6368,00 3591,32 pg/mi
Samples:

Loc Sample ID MFI Test Result cVv Unit
A2 5 PWM 9097,00 >3600 1,24 pg/ml
B2 5 HSP 12024,00 >3600 1,64 pg/ml
C2 5 E.Coli 10581,50 >3600 1,44 _pg/mi
D2 5Aa. 10004,00 >3600 1,36 pg/mi
E2 5TA1. 8131,00 >3600 1,11 pg/ml
F2 5P.g. 944,00 232,01 0.03 pa/mi
G2 5 nestim. 7309,00 >3600 pg/ml
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Obr.8.10: Grafické znazornéni vysledki méfeni v programu LUMINEX 100 IS
Software pro IL-1a, IL-18, IL-4, IL-S, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a
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Bath Name: 6.11.2007, 13:58
Test Name: IL- 4

Formula: y=3,19E+00+[5,65E+03/[{x/1,20E+03}-1,47E+00])
Curve Data:
Coeff1=3,19291956262885
Coeff2=5652,62486489223
Coeff3=1195,39320527209
Coeff4=-1,46569537493047
Standards:

Loc Standard Expected Conc MFI Test Result Unit
A1l SO 1,09 3,00 ERROR
B1 S7 3,29 5,00 4,93 pg/ml
C1 S6 9,87 10,00 12,19 pg/ml
D1 S5 29,62 24,00 26,18 pg/mi
E1 S4 89,00 53,00
F1 S3 267,00 609,00 281,42 pa/ml
G1 S2 800,00 2059,50 816,35 pg/ml
H1 S1 2400,00 4093,50 2305,10 pg/ml
Samples:

Loc Sample ID MFI| Test Result CcVv Unit
A2 1 PWM 17,00 19,77 1,62 pg/mi
B2 1P+C 14,00 16,72 1,37 pg/ml
C2 1C 10,00 12,19 1,00 pg/ml
D2 1HSP 10,00 12,19 1,00 pg/ml
E2 1 E.Coli 8,00 9,61 0,78 pg/ml
F2 1Aa. 10,50 12,80 1,05 pg/ml
G2 171 10,00 12,19 1,00 pg/ml
H2 1P.g. 7,00 8,20 0,67 pg/mi
A3 1 nestim. 10,00 12,19, pg/ml
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Obr.£.10: Grafické znazornéni vysledki méieni v programu LUMINEX 100 IS
Software pro IL-1a, IL-1f, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a
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Bath Name: 8.8.2007, 11:08
Test Name: IL-1beta
Formula: y=3,54E+00+[5,09E+08/[{x/3,02E+09}-8,15E-01]]
Curve Data:
Coeff1=3,563550769773004
Coeff2=509178601,155384
Coeff3=3020670179,02852
Coeff4=-0,814647390572177
Standards:
Loc Standard Expected Conc MFI Test Result Unit
A1 SO 0,00 3,50 ERROR
B1 S7 2,20 23,00 2,37 pg/ml
C1 S6 6,60 58,00 8,38 pg/mi
D1 S5 19,80 94,00 15,63 pg/ml
E1 S4 59,00 266,00 57,77 pg/mi
F1 S3 178,00 721,00 198,50 pg/mi
G1 S2 533,00 1567,00 516,45 pg/mi
H1 S1 1600,00 4092,00 1680,69 pg/mi
Samples:
Loc Sample ID MFI Test Result cVv Unit
A2 5 PWM 87,00 252,73 27,05 pg/ml
B2 5 HSP 584,00 153,04 16,38 pa/ml
C2 5 E.Coli 5059,00 >1600 541,64 pg/ml
D2 5A.a. 440,00 107,85 11,54 pg/ml
E2 5Tf. 272,50 59,53 6,37 pg/ml
F2 5P.g. 7,00 0.28 0,02 pa/ml
G2 5 nestim. 63,00 9,34 pg/ml

61




6.2.2 Vysledky tvorby cytokinii po mitogenni a bakterialni stimulaci 3. a 6. den

Grafy €. 1 — 9 patii grafickému znazornéni vysledki po mitogeni a
bakterialni stimulaci mononukledrnich bunék v porovnani 3.a 6. den pro nami
meéfené analyty.

Na ziklad€ nameétenych hodnot uvadime podil stimulaénich indext 6. den po
stimulaci vii¢i 3. dni po stimulaci. Signifikance byla hodnocena parovym t — testem

pfi hladin€ vyznamnosti P = 0,05.

Graf ¢.1: Grafické znazornéni vysledki po mitogeni a bakteridlni stimulaci

mononuklearnich bunék a 6. den pro IL — 1 alfa

IL-1 alfa
pg/ml
20 | = T T
SN I
ST
z - 4@ -
19
0.5
Pun P+C HSP E.coli A.a. T.f. P.g

Vysvétlivky ke grafu:
Osa x — stimulaéni indexy

Osa y — mitogeny a bakterialni antigeny

3.1 6. den je signifikantn& zvySena tvorba cytokinu IL — 1 alfa po stimulaci vSemi

stimulatory s vyjimkou HSP.
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Graf ¢.2: Grafické znazornéni vysledku po mitogeni a bakteridlni stimulaci
mononukleirnich bunék a 6. den proIL -5

IL-5
pg/nl

................................................................................................................

PN P+C HSP E.coli A.a. I.f. P.g

Vysvétlivky ke grafu:
Osa x — stimula¢ni indexy

Osa y — mitogeny a bakterialni antigeny

6. den je signifikantné zvy$ena tvorba cytokinu IL — 5 po stimulaci viemy

stimulatory v&etné E.coli.
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Graf ¢.3: Grafické znazornéni vysledku po mitogeni a bakteridlni stimulaci

mononuklearnich bunék a 6. den proIL -6

0.2 4"

0.1

Pun P+C HSP E.coli A.a. T.f.

Vysvétlivky ke grafu:
Osa x — stimula¢ni indexy

Osa y — mitogeny a bakterialni antigeny

P.g

3.1 6. den je signifikantni nardst tvorby cytokinu IL — 6 po stimulaci stimulatory —

PWM, P+C, HSP, E.coli, A.a, T.f véetné HSP 3 den a signifikantn€ niz$i tvorbu

jsme zjistili po stimulaci P.g. 3.1 6. den
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Graf ¢.4: Grafické znazornéni vysledku po mitogeni a bakteridlni stimulaci

mononukleirnich bunék a 6. den pro IFN - gama

IFN gama
pgs/ml

0.5

Pu P+C HSP E.coli A.a. T.f. P.g

Vysvétlivky ke grafu:
Osa x — stimula¢ni indexy

Osa y — mitogeny a bakteridlni antigeny

3. den je signifikantni nartst tvorby po stimulaci PWM, P+C.
6. den je signifikantni narist po stimulaci PWM, P+C, HSP, T.f.
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Graf ¢&.5: Grafické znazornéni vysledku po mitogeni a bakteridlni stimulaci

mononukleirnich bunék a 6. den pro IL -10

IL-16
pg/ml

100 - g s

0.5

Pl P+C HSP E.coli A.a. T.f. P.g

Vysvétlivky ke grafu:
Osa x — stimula¢ni indexy

Osa y — mitogeny a bakterialni antigeny
3.1 6. den je signifikantni narust cytokint IL-10 po stimulaci PWM, P+C, HSP,

Aa, Tf.
Po stimulaci E.coli signifikantni zvy$eni tvorby cytokinu IL-10 pouze 3. den.
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Graf &.6: Grafické zndzornéni vysledka po mitogeni a bakteridlni stimulaci

mononuklearnich bunék a 6. den pro TNF - alfa

0. 5 b "i."

0.2

Pun P+C HSP E.coli A.a. I.f. P.g

Vysvétlivky ke grafu:
Osa x — stimula¢ni indexy

Osa y — mitogeny a bakterialni antigeny

3.1 6. den je signifikantni zvySeni tvorby cytokinu TNF — alfa po stimulaci PWM,
P+C, HSP, E.coli, A.a.,T.f. Vyjimku tvofi signifikantni sniZeni tvorby TNF — alfa

po stimulaci P.g. 3. den
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Graf ¢&.7: Grafické znazornéni vysledka po mitogeni a bakteridlni stimulaci

mononukleirnich bunék a 6. den prolIL -8

10 -

0.5 1"

0.2

Pun P+C HSP E.coli A.a. T.f. P.g

Vysvétlivky ke grafu:
Osa x — stimula¢ni indexy

Osa y — mitogeny a bakterialni antigeny
Narust tvorby cytokinu IL-8 6. den, ale velka variabilita mezi jednotlivymi vzorky.

3. den signifikantni zvy$eni tvorby po stimulaci 4.a. a signifikantni sniZeni po

stimulaci P.g. 3. a 6. den
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Graf ¢.8: Grafické znazornéni vysledki po mitogeni a bakteridlni stimulaci

mononuklearnich bunék a 6. den prolIL -4

L4
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2
L b
0.5 1"
0.2
PMM  P+«C HSP E.coli A.a. T.f. P.g

Vysvétlivky ke grafu:
Osa x — stimula¢ni indexy

Osa y — mitogeny a bakterialni antigeny

Signifikantni nartst tvorby IL — 4 6. den po stimulaci v§emi mitogeny a

bakterialnimi antigeny s vyjimkou P.g.
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Graf ¢.9: Grafické znazornéni vysledku po mitogeni a bakteridlni stimulaci

mononuklearnich bunék a 6. den pro IL —1 beta

IL-1 beta
pg/ml

0.51 [ 4O

0.2 4"

0.1

P P+C HSP E.coli A.a. T.f. P.g

Vysvétlivky ke grafu:
Osa x — stimula¢ni indexy

Osa y — mitogeny a bakterialni antigeny

3.1 6. den dochazi k signifikantnimu naristu IL-1 beta po stimulaci v§emi
mitogeny a bakterialnimi antigeny, vyjimku tvoii signifikantné niZ$i tvorby po

stimulaci P.g.

Shrnuti nejvyznamnéjSich vysledki:
U cytokind IL - 1 a, IL - 1B, IL — 6, TNF a, IL-10 jsme neprokazali signifikantni

rozdil mezi produkci cytokini po stimulaci mitogeny a bakteridlnimi antigeny 3. a 6.
den.U IL-4 a IL-5 jsme prokazali signifikantn€ vy$8i produkei 6.den oproti 3.dni.
UIL -8, IFN - v jdou vysledky ovlivnény velkou variabilitou vzorkd.V porovnani
se stimulaci mitogeni a ostatnich bakterii je niZ§i tvorba po stimulaci P.g. ve vétSiné

grafi. .
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6.2. VYSLEDKY GENETICKYCH VYSETRENI POLYMORFISMU GENU
PRO CYTOKINY

Vysledky analyzy polymorfismu genii pro cytokiny byly vyhodnoceny a
zpracovany v Ustavu patofyziologie MU v Brné (Tab.&.7). Pro prehlednost jsou
¢ervené oznateny dané polymorfismy v genech pro cytokiny. U té€chto pacientl
jsme nasledné korelovali produkci cytokini s danym polymorfismem (shrnuto

v kap.6.3.).

Tab.£.7 : Vysledky analyzy polymorfismu geni pro cytokiny (pfevzato od prof.
MUDr. Lydie Izakovi¢ové- Holé, Phd.)
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6.3. VYSLEDKY VZAJEMNE KORELACE PRODUKCE CYTOKINU
K POLYMORFISMU GENU PRO CYTOKINY

Vysledky produkce cytokini v korelaci s polymorfismem geni pro cytokiny jsou
prezentovany v nasledujicich tabulkach (Tab.¢.8 — 16)

Tab.&.8: Vysledky vzajemné korelace vlivu polymorfismi genu pro cytokiny a

stimulace mitogeny bakteridlnimi antigeny pro IL — alfa

IL - 1 alfa
stimulace
P+C HSP E.coli A.a. T.f. Pg. |
A
A
A A A
- + + -
- + + -
- + + -
v v

Vysvétlivky symbolu:

A signifikantné vy$$i stimulace u polymorfismu

V¥V signifikantné niz$i stimulace u polymorfismu

+ vySs3i stimulace u polymorfismu

- niZ8i stimulace u polymorfismu

Hodnoceno neparovym t-testem pro shodné rozptyly hpfi hladiné vyznamnosti
P=0,05.

Zvy$ena tvorba IL-1 alfa byla u v§ech polymorfismi IL — 4 po stimulaci PWM,
E.coli, T f sniZena po stimulaci HSP a P.g.

U polymorfismu IL — 1 beta v genotypu C/T doslo k signifikantnimu sniZeni
tvorby po stimulaci HSP a 7.f.

U polymorfismu IL- 6 v genotypu C/T a G/A do§lo ke zvyS$ené tvorbé IL-1 alfa po
stimulaci PWM a k signifikantné zvy$ené tvorbé po stimulaci HSP.

U polymorfismu IL — 6 v genotypy G/C doslo k signifikantnimu zvyseni tvorby po

stimulaci P+C a naopak k signifikantnimu sniZeni po stimulaci PWM.
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Tab.¢.9: Vysledky vzajemné korelace vlivu polymorfismi geni pro cytokiny a

stimulace mitogeny bakterialnimi antigeny pro IL -5

stimulace
P+C HSP E.coli A.a. T.f Pg.

Vysvétlivky symboli:

A signifikantn€ vys$$i stimulace u polymorfismu

V¥ signifikantn€ niZ3i stimulace u polymorfismui

+ vy$8§i stimulace u polymorfismu

- niZ8i stimulace u polymorfismu

Hodnoceno neparovym t-testem pro shodné rozptyly hpfi hladiné vyznamnosti
P=0,05.

Zvysena tvorba IL — 5 po stimulaci PWM je u polymorfismu pro IL — 6 genotypu
C/T a G/A a ve vSech piipadech polymorfismu IL-4. U polymorfismu IL — 1 beta
C/T je signifikantné zySend tvorba IL — 5 po stimulaci PWM, P+C, 4.a.

Naopak signifikantné niZsi tvorba byla po stimulaci HSP u v8ech polymorfismt

IL -4 a u polymorfismu IL — 6 genotypu G/C po stimulaci PWM.
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Tab.&.10: Vysledky vzajemné korelace vlivu polymorfismi geni pro cytokiny a

stimulace mitogeny bakteridlnimi antigeny pro IL — 6

stimulace
P+C HSP E.coli A.a. T.f P.g.
A A A
- + + + +
- + + + +
- + + + +
v v v v v
v

Vysvétlivky symboli:

A signifikantné vys8i stimulace u polymorfismu

V¥ signifikantn€ niZsi stimulace u polymorfismi

+ vy$§i stimulace u polymorfismu

- niZ8i stimulace u polymorfismu

Hodnoceno neparovym t-testem pro shodné rozptyly hpti hladin¢ vyznamnosti
P=0,05.

Zvysena tvorba IL — 6 byla u vSech polymorfismu pro IL — 4 po stimulaci PWM,
HSP, E.coli, A.a., T.f a sniZena po stimulaci P+C.

U polymorfismii pro IL — 6 v genotypu C/T a G/A ke sniZeni tvorby po stimulaci
P+C a A.a. v genotypu G/C doslo k signifikantnimu zvySeni tvorby po stimulaci
P+C,A.a., Pg

U polymorfismu IL — 1 beta C/T doslo k signifikantnimu sniZeni tvorby IL — 6 po
stimulaci PWM, P+C, HSP, 4.a., T.f P.g.

U polymorfismu TNF — alfa v genotypu A/C doslo k signifikantnimu sniZeni

tvorby po stimulaci 4.a.
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Tab.¢.11: Vysledky vzdjemné korelace vlivu polymorfismi geni pro cytokiny a

stimulace mitogeny bakteridlnimi antigeny pro IFN — gama

IFN - gama
stimulace
P+C | HSP | Ecoli | Aa. T.f. Pg.

Vysvétlivky symbolii:

A signifikantné vy$$i stimulace u polymorfismu

V¥ signifikantn€ niZ§i stimulace u polymorfismt

+ vy$8i stimulace u polymorfismu

- niZ8i stimulace u polymorfismu

Hodnoceno neparovym t-testem pro shodné rozptyly hpfi hladin€ vyznamnosti
P=0,05.

Zvysena tvorba IFN — gama byla u vSech polymorfismi pro IL — 4 po stimulaci
PWM, signifikantné zvy$ena po stimulaci E.coli naopak sniZzend po stimulaci P+C,
HSP, A.a., P.g

U polymorfismu pro IL — 6 v genotypu C/T a G/A byla signifikantn€ zvySena
tvorba po stimulaci PWM, T.f. pouze zvy$ena po stimulaci P+C, E.coli a naopak
sniZena po stimulaci HSP.

U polymorfismu IL — 6 genotypu G/C byla po stimulaci PWM tvorba sniZena po
stimulaci P.g. signifikantn€ zvySena.

U polymorfismu IL — 1 beta genotypu C/T doslo k signifikantnimu sniZeni tvorby
po stimulaci PWM, HSP, E.coli, A.a.
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Tab.&. 12: Vysledky vzijemné korelace vlivu polymorfismii genii pro cytokiny a

stimulace mitogeny bakteridlnimi antigeny pro IL — 10

stimulace
P+C HSP E.coli A.a. T.f P.g.

>+ + +|p

Vysvétlivky symboli:

A signifikantné vyssi stimulace u polymorfismu

V¥ signifikantné niz$i stimulace u polymorfism

+ vysS§i stimulace u polymorfismu

- niZ8i stimulace u polymorfismu

Hodnoceno neparovym t-testem pro shodné rozptyly hpti hladiné vyznamnosti
P=0,05.

Zvysena tvorba IL — 10 byla zji$téna u viech polymorfismt pro IL — 4 po stimulaci
PWM, P+C naopak sniZena po stimulaci HSP, E.coli, A.a., Tf, P.g.

U polymorfismu pro IL — 6 v genotypu C/T a G/A byla zjisténa zvySena tvorba po
stimulaci PWM u genotypu G/C naopak byla zjisténa signifikantn€ niZ§i tvorba
IL — 10 a signifikantné zvySena tvorba po stimulaci P+C, A4.a. a signifikantné
sniZena tvorba po stimulaci P.g.

U polymorfismu IL -1 alfa C/T byla zji§téna signifakatn€ zvySena tvorba po
stimulaci P+C.

U polymorfismu IL — 1 beta C/T byla zji§té€na po stimulaci HSP, E.coli a T.f.

signifikantné sniZena tvorba IL -10.
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Tab.¢.13: Vysledky vzajemné korelace vliva polymorfismi geni pro cytokiny

a stimulace mitogeny bakteridlnimi antigeny pro TNF - alfa

stimulace
PWM P+C HSP | E.coli A.a. T.f. P.g.

A + +

A + +

v + A

+ + - + - +
+ + - + - +
+ + - + - +
v A

A v

Vysvétlivky symbolii:

A signifikantné vyssi stimulace u polymorfismu

V¥ signifikantn€ niZsi stimulace u polymorfismi

+ vysSi stimulace u polymorfismu

- niZ8i stimulace u polymorfismu

Hodnoceno neparovym t-testem pro shodné rozptyly hpti hladin€ vyznamnosti
P=0,05.

Zvy3ena tvorba TNF — alfa byla zji§téna u v§ech polymorfismu pro IL - 4 po
stimulaci PWM, P+C, E.coli, T.f. a naopak sniZena po stimulaci HSP a 4.a.

U polymorfismi pro IL — 6 genotypu C/T a G/A byla signifikantné zvySena tvorba
po stimulaci PWM, zvyS$ena tvorba po stimulaci P+C a HSP.

U polymorfismu pro IL -6 genotypu G/C byla zjisté€na po stimulaci P+C zvySena
tvorba po stimulaci PWM signifikantné sniZen4 tvorba.

U polymorfismu pro IL - alfa genotypu C/T byla zji§t€na po stimulaci PWM
signifikantné sniZena tvorba naopak po stimulaci HSP signifikantn¢ zvysena
tvorba.

U polymorfismu pro IL -1 beta genotypu C/T byla zjisténa po stimulaci PWM

signifikantné zvy$ena tvorba po stimulaci HSP signifikantn€ sniZena tvorba.
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Tab.¢.14: Vysledky vzdjemné korelace vlivu polymorfismu genu pro cytokiny

a stimulace mitogeny bakteridlnimi antigeny pro IL — 8

stimulace

P+C HSP E.coli Aa. T.f P.g.

+ +
+ +

+ + + + +

+ + + + +

+ + + + +
v

A

Vysvétlivky symbolii:

A signifikantn€ vys$si stimulace u polymorfismu

V signifikantn€ niZsi stimulace u polymorfismu

+ vyS33i stimulace u polymorfismu

- niZ§i stimulace u polymorfismu

Hodnoceno neparovym t-testem pro shodné rozptyly hpfi hladin€¢ vyznamnosti
P=0,05.

ZvySena tvorba IL — 8 byla zji$téna u vSech polymorfismi pro IL — 4 po stimulaci
PWM, P+C, HSP, E.coli, A.a., T.f.

U polymorfismu pro IL — 6 genotypu C/T a G/A byla zji§téna zvySena tvorba po
stimulaci HSP a A.a. u genotypu G/C pak naopak byla zjisténa signifakntné
sniZena tvorby IL-8.

U polymorfismu pro IL — 1 alfa C/T byla zjistena signifikantn€ sniZena tvorba po
stimulaci 4.a.

U polymorfismu pro IL- 1 beta C/T byla zjisténa signifikantni zvySena tvorba IL -8

po stimulaci P.g.
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Tab.¢.15: Vysledky vzijemné korelace vlivu polymorfisma genu pro cytokiny a

stimulace mitogeny bakteridlnimi antigeny pro IL — 4

stimulace
PWM P+C HSP E.coli A.a. T.f Pg.
A
A
v v v
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
v v v

Vysvétlivky symbolii:

A signifikantn€ vys$$i stimulace u polymorfismu

V signifikantn€ niZ8i stimulace u polymorfismu

+ vysS§i stimulace u polymorfismu

- niZ8i stimulace u polymorfismu

Hodnoceno neparovym t-testem pro shodné rozptyly hpti hladin€ vyznamnosti
P=0,05.

Zvy$ena tvorba IL — 4 byla u vSech polymorfismu pro IL — 4 ve v§ech genotypech
po vSech stimulacich - PWM, P+C, HSP, E.coli, A.a., Tf, P.g.

U polymorfismi pro IL -6 genotypu C/T a G/A doslo k signifikantnimu zvySeni

tvorby po stimulaci HSP u genotypy G/C doslo k signifikantnimu sniZeni tvorby po
stimulaci PWM, 4.a. a P.g.

U polymorfismu IL — 1 beta C/T doslo k signifikantnimu sniZeni tvorby po
stimulaci HSP, E.coli a A.a.
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Tab.£.16: Vysledky vzajemné korelace vlivu polymorfismi geni pro cytokiny

a stimulace mitogeny bakteridlnimi antigeny pro IL — 1 beta

IL - 1 beta
stimulace
P+C HSP E.coli Aa. T.f P.g.
- + +
- + +
A A A
- + + + +
- + + + +
- + + + +
v v v

Vysvétlivky symbolii:

A signifikantné vyssi stimulace u polymorfismu

V signifikantn€ niZ§i stimulace u polymorfisma

+ vy$§i stimulace u polymorfismu

- niz8i stimulace u polymorfismu

Hodnoceno neparovym t-testem pro shodné rozptyly hpti hladiné vyznamnosti
P=0,05.

Zvy$ena tvorba IL — 1 beta byla u vSech polymorfismt IL-4 po stimulaci PWM,
HSP, E.coli, A.a., T.f. a sniZena po stimulaci HSP.

U polymorfismu IL — 6 genotypu C/T a G/A doslo ke zvySeni tvorby po stimulaci
HSP a E.coli.a ke sniZeni po stimulaci P+C.

U polymorfismu IL - 6 genotypy G/C doslo k signifikantnimu zvyseni po stimulaci
P+C, A.a, P.g.

U polymorfismu IL — 1 beta v genotypu C/T doslo k signifikantnimu sniZeni tvorby
po stimulaci HSP, E.colia P.g.
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7. DISKUSE

Parodontitida je multifaktoridlni, chronické, zanétlivé onemocnéni tkani
tvoficich zavésny zubni aparat, které v souasné dobé postihuje az 50% dospélé
populace, t€¢Zzce 5 — 15% (KREJSA et al. 1993). Parodontitida je ptikladem
onemocnéni, pfi kterém pusobenim bakterii dochazi k rozvoji akutniho a pozdé&ji
chronického zanétu, jehoz nasledkem dochéazi k poskozeni tkané. Vysledkem
celého procesu je destrukce zavé€sného aparatu zubl spojend v kone¢né fazi
z uvolilovanim zubi a resorpci alveolarni kosti.

Pocéatky onemocnéni vznikaji patrné jiz v dospivani, a proto je tfeba vénovat
zvy$enou pozornost nejen rozpoznani ¢asnych stadii, ale také hodnoceni zmén
imunitnich reakci v dlouhodobém sledovani onemocnéni.

Studium onemocnéni parodontu prochézi stale vyvojem.

Prvni Gvahy miZeme nalézt jiz v 9. a 10. stoleti kdy, arabsti lékati
pfisuzovali vznik onemocnéni mékkym povlakim na zubech. U zvitat i lidi byl
vyznam bakterii pfitomnych v zubnim povlaku majici vliv na vznik a pribéh
onemocnéni experimentalné potvrzen az v $edesatych letech 20. stoleti (JORDAN
A KEYES, 1964 a LOE et al. 1965). V této dobé také dochazi k prikazu vztaht
mezi bakteriemi zubniho povlaku a humoralni imunitni reakci (MERGENHAGEN
et al. 1965).

V 70. letech 20. stoleti se vyzkum soustfedil na vyznam T — lymfocytl a to
zejména T-lymfocytti v odpovédi na plisobeni bakterii zubniho povlaku a jejich roli
vrozvoji zanétu (IVANYI a LEHNER, 1970) a na B — lymfocyty a jejich
polyklonalni aktivaci (PAGE a SCHRODER, 1981). KREJSA et al. (1993)
prokazali, Ze v patogenezi parodontitidy se uplatiluje jak specifickd, tak i
nespecificka aktivace B — lymfocytt.

V pribéhu 90. let minulého stoleti dochazi ke studiu T — lymfocyth a jejich
rozlieni na zakladé cytokinového profilu. Klony Tyl jsou zdrojem cytokini: IFN-
v, IL-1, IL-2, IL-12, klony Ty2: IL-4, IL-5, IL-6, IL-13. Na zaklad€¢ koncepce
funkénich Tyl a Ty2 lymfocytd navrhli SEYMOUR et al. 1993 hypotézu
onemocnéni parodontu podle které pacienti, u nichZ onemocnéni progreduje, tvoii
po aktivaci bakteriemi pfevaZné klony lymfocyti Ty2, zatimco stabilni 1éze jsou
regulovany klony Tyl. Tato hypotéza byla potvrzena i na naSem pracovisti
(BARTOVA et al. 2000, KRATKA et al. 2006)

)
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Domnivame se, Ze odhaleni Tyl a Ty2 cytokinového profilu u pacienti nidm
pfinese fadu odpoveédi jak pfedejit onemocnéni popfipadé jakou navrhnout 1é€bu
pomoci protizanétlivé, cytokinové ¢&i genové terapie (SEYMOUR et al. 1996).
Dikladné poznani funkci jednotlivych cytokind a jejich vzajemnych funkénich
interakci ma velky prakticky vyznam jak pro fyziologické tak i patologické reakce
organismu.

V poslednich letech dochazi k intenzivnimu vyzkumu genetického podkladu
parodontitidy. RATEITSCHAK et al. 1989 prokazal genetickou vnimavost u vech
typl paradontitidy. Dnes se zajem studia obraci zejména na nékteré kandidatni
geny pro cytokiny, které maji spojitost s prozanétlivou a remodela¢ni aktivitou.

Dal$im smérem vyzkumu je vyvoj vakcin proti parodontitidé (PERSSON et
al. 2005) Tyto vakciny a jejich aplikace by byla vhodna zejména u pacientti
s aterosklerésou a t€hotnych Zen, které mély v minulosti pfed¢asny porod.
Vakcinace téchto osob by mohla pomoci potladit negativni ptisobeni bakterii
zubniho povlaku na syst¢émovou imunitni reakci.

Cilem na$eho vyzkumného projektu, ve kterém je tato prace pouze pilotni
studii udavajici konkrétnéjsi smér navazujiciho vyzkumu, je studium polymorfisma
v genech prozénétlivych a remodelaénich faktorti ve vztahu k regulaci imunitni
odpovédi a klinickému stavu parodontu. Pfedpokladame, Ze polymorfismus gend
pro cytokiny miiZe byt jednou z p¥i¢in rozdilné reakce tvorby cytokintt u zdravych
kontrolnich jedincti a pacienti. V projektu vychdzime zdosud publikovanych
poznatki:

U pacienti vgenu pro IL-1 byly popsany 2 jednonukleotidové
polymorfismy (SNP) asociované s vyskytem parodontitidy dospélych, jednalo se o
alelu IL- 1a v pozici — 889 (zaména nukleotidii C/T) a alelu IL-18 v pozici + 3953
(zaména nukleotidi C/T). Kombinace téchto dvou rizikovych gend tzv.
kombinovany genotyp byl zji§tén u pacienti s parodintitidou (KORNMAN et al.

1997, PAKHILL et al. 2000, LANGA et.al. 2000). Vztah mezi parodontitidou a
IL-1 kombinovanym genotypem vSak nebyl potvrzen v fadé publikaci (HODGE et
al. 2001, ENGEBRETSON et.al. 1999, HOLLA et.al 2004).

Dal8im z cytokint, ktery je schopen indukovat destrukci tkan¢ a kostni
resorpci je TNF (tumor necrosis factor). FASSMAN et al. 2003 prokézali, ze
varianta v genu pro TNF-f je v nasi populaci asociovana se snizenim rizika vzniku

chronické parodontitidy. HOLLA et al. 2001 vsak uvadi, Ze vyskyt uréitych
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kombinaci polymorfismti v genu pro TNF-B, ACE a ET1 je spojen s rozvojem
parodontitidy.

Velky vliv na rozvoji parodontitidy maji také bakterie zubniho povlaku. Bylo
prokazéno (BAINBRIDGE et al. 2001), Ze pfi absenci vrozené leukocytarni bariéry
muiZe dochazet k dramatickému pfemnoZeni bakterialnich druhii a tim ke zvy$ené
hladiné bakteridlnich antigend. ZvySené mnoZstvi bakterii okolo povrchu kofene
zubl je doprovézeno netspéchem hostitele u¢inné se branit plisobeni bakterii coz
hraje velmi vyznamnou ulohu v etiologii onemocnéni.

Naplni této prace bylo zavedeni multiplexové analyzy — metody LUMINEX
a jeji naslednad aplikace, méfeni koncentrace cytokind po stimulaci 3. a 6. den
mitogeny, bakteriemi zubniho povlaku a HSP 60 a odpovédét na otazku zda se
méni koncentrace tvorby cytokind v porovnani mezi 3. a 6. dnem.

Metoda LUMINEX ndm umoziiuje méfit v prib&hu jednoho dne nejméné 96
vzorkl. Velkou vyhodou je malé mnoZstvi vzorku potfebného k analyze - pouze
50ul a snadné reprodukovatelnost vysledki, které jsou udavany v pg/ml. I kdyz
postupujeme pifesné dle navodu, miizeme narazit na ur¢ita uskali. Z mé zkuSenosti
bych na prvni misto, pfi kterém si musime dat pozor fadila - dikladné odsati
desticky dale pak Setrné zachéazeni s mikropartikulemi. Mikropartikule jsou velmi
citlivé a snadno dochazi k jejich degradaci a to nejen necitlivou manipulaci
v prubé¢hu méfeni (napf. rychlost nastaveni otacek centrifugy), ale také v prib&¢hu
skladovani. Je tieba, aby byly mikropartikule uchovany nejlépe v chladni¢ce za
stalé teploty. Umisténim mikropartikuli do mrazicich boxt a nasledném rozmraZeni
dochazi kjejich zniCeni. V neposledni fadé¢ je nutné dobfe nastavit pfistroj
LUMINEX 100 IS analyzér a program Softwaru podle analytd, které chceme méfit.

Multiplexova analyza cytokint se dnes pouZiva v fadé vyzkumnych projekti
ve zdravotnictvi. Pro multiplexové stanoveni cytokind se pouziva skrininkova
metoda Ray Bitech, jejiZ nevyhodou ale je velké mnoZstvi pouzitého vzorku a
nepiesné stanoveni koncentrace cytokini. Naopak metodou LUMINEX stanovime
v malém mnoZstvi vzorku pfesné mnozstvi cytokinti (v pg/ml). Tato metoda je
vhodna nejen pro stanoveni produkce cytokini po stimulaci, ale i celé fady
biologicky aktivnich molekul (napf. metaloproteinaz, markert ateroskler6zy), které
umoziiuji aplikaci do kliniky. Vhodnost pouZziti metody LUMINEX jsem ovéfila i

v této praci.
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V pilotni studii, do které bylo zahrnuto pouze 15 pacienti s chronickou
parodontitidou a detekovanymi jednonukleotidovymi polymorfismy pro cytokiny
Jjsme méfili tvorbu cytokinid po stimulaci mitogeny a bakterialnimi antigeny

U INF—y a TNF-a dochazi k signifikantnimu zvySeni stimulace nefedénych
v ptipadé TNF—a i fedénych mononuklearnich bunék 6 den v porovnani s 3 dnem
po stimulaci PWM. K signifikantnimu zvySeni stimulace 6 den v porovnani s 3
dnem dohézi u IL - 5, IL-8 po stimulaci HSP v piipadé IL-5 i PWM. U IL-10
dochazi k signifikantnimu zvySeni stimulace 6 den v porovnani s3 dnem u
netedénych vzorkd po stimulaci PWM u fedénych vzorkii po stimulaci P.
gingivalis. U IL-1 a, IL-1 B, IL-4, IL-6 jsme neprokazali signifikantni rozdil mezi
hladinami cytokini 3. a 6. den po stimulaci..

Metoda LUMINEX nam umoznila stanoveni vySe uvedenych cytokind
z jednoho vzorku. Zajimavym zji§ténim, které bude déle ovéfeno, byla nizsi tvorba
prozanétovych cytokinti (IL-5, IL-6, IFN-y, IL-10, IL-8 a TNF-a) po stimulaci
Porphyromonas gingivalis, ktery je povaZzovan za vyznamného patogena chronické
parodontitidy. Pouze tvorba IL-4 byla po stimulaci Porphyromonas gingivalis
zvySena. Vysledek naznaCuje vyznam této bakterie v aktivaci Tu2 kloni
lymfocyti, které ovlivituji progresi onemocnéni.

V této pilotni studii jsme potvrdili, Ze jednonukleotidové polymorfismy
v genech pro cytokiny ovliviiyji jejich zvySenou i sniZenou tvorbu. Mononuklearni
buriky pacientt s prokdzanym polymorfismem genu pro IL-1 B tvofi po stimulaci
bakteriemi A.a., E.coli, T.f., HSP signifikantné méné cytokinu IL-1 B, ale i IL-4,
IFN- v, IL-6, IL-10 a naopak signifikantné vice IL-5 (4.a.) a IL-8 (P.g.). VSechny
prokazané polymorfismy pro IL-4 naznacuji vysSi tvorbu IL-4 po stimulaci vemi
stimulatory, zatimco signifikantné vys$si tvorba IFN- y pouze po stimulaci E.coli .

[ vtéto piedbézné studii vysledky naznacuji vyznam Ty2 subpopulace
v onemocnéni parodontu a potvrzuji nase ptedchozi vysledky (Bartova et al.2000).
Pro tuto studii byli pacienti ndhodn¢ vybrani.

Soucasné jsou tyto vysledky zakladem pro porovnavaci studii, ve které bude
stejnym zpuisobem vySetiena kontrolni skupina jedincti se zdravym parodontem a
skupina pacientl s chronickou parodontitdou s cilené¢ vybranymi genotypy.
Vysledky jsou prioritni a zatim nebyly v tomto rozsahu sledovany v odborném

zahrani¢nim tisku.
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Nase vysledky potvrzuji prognozu, kterou vyslovili SEYMOUR et al.1996
Ze ,,Na prahu 21. stoleti se v8ak musime vratit k zakladnimu poznani, Ze vnimavost
pacienta rozhodne o tom, jaka bude kone¢nd mira poSkozeni parodontu a jak
uspé€sna bude pouZita terapie.

Proti rozvoji onemocnéni parodontitidy vSak stale zdstava nejlep$i a i
nejlevné)si prevenci pravidelnd samostatna kvalitni péée o chrup (nejméné 2krat
denn&) a pravidelné navstévy u stomatologa popiipadé dentdlni hygienistky

(nejméne 2krat za rok).
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8. ZAVER

1) Tato préce je pilotnim projektem v celé §ifi vyzkumného projektu, ktery bude i

nadale pokraCovat a na kterém se budu podilet v prib&hu doktoranského studia.
2) Do nasi préace jsem zavedla multiplexovou analyzu — metodu LUMINEX.

3) Metoda LUMINEX je vhodnou metodou pro simultani vysetfeni fady
biologicky aktivnich molekul. Je zaloZena na kvantitativni multiplexové analyze
pomoci znafenych mikropartikuli. Pouziva se k rychlému a pfesnému stanoveni
koncentrace velkého poétu cytokinii v malém mnoZstvi tekutiny - pouze v 50 pl

vzorku (supernantant, plazma, sérum).

4) Vyhody metody — béhem jednoho dne je mozZna analyza nejméné 96 vzorkd,

snadna reprodukovatelnost dat (v pg/ml).

5) Uskali metody — odsati destiky, prace s mikropartikulemi a se samotnym

pfistojem LUMINEX analyzérem, finanéni naro¢nost metody.

7) Mononuklearni butiky izolované z periferni krve pacientt s chronickou
parodontitidou reagovali zvy$enou tvorbou cytokinii po stimulaci mitogeny a
bakteriemi zubniho povlaku v porovnani se stimulaci pouze médiem. Vyjimku

tvoril P.g. u néhoz jsme nalezli niZ§i tvorbu v porovnani s ostatnimi aktivatory.

8) Potvrdili jsem, Ze popsané polymorfismy v genech pro cytokiny ovliviiuji tvorbu

cytokinli po stimulaci mitogeny a bakteridlnimi antigeny.
9) Vsechny prokazané polymorfismy pro IL-4 naznacuji vys$§i tvorbu IL-4 po
stimulaci vS§emi stimulatory, zatimco signifikantné vyssi tvorbu IFN- y pouze po

stimulaci E.coli.

10) 1 vtéto predbézné studii vysledky naznacuji vyznam Ty2 subpopulace

v onemocnéni parodontu a potvrzuji nase ptedchozi vysledky.
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11) Tyto vysledky jsou zdkladem pro porovnavaci studii, ve které bude stejnym
zpusobem vysetiena kontrolni skupina jedincd se zdravym parodontem a skupina

pacientd s chronickou parodontitdou s cilen¢ vybranymi genotypy.
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